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A infertilidade é uma doença que se define pela ausência de conceção após doze meses 
de relações sexuais frequentes e desprotegidas. Os fatores de infertilidade podem ser 
não patológicos, como a idade e a frequência das relações sexuais, patológicos 
masculinos ou femininos ou estar associados a estilos de vida. A infertilidade pode, 
ainda, ser idiopática quando não se verifica uma causa aparente. 
O seu tratamento passa pela utilização de técnicas de reprodução humana assistida 
que incluem, principalmente, a inseminação intrauterina, a fertilização in vitro e a injeção 
intracitoplasmática de espermatozoides, com o objetivo de proporcionar ao casal infértil 
um recém-nascido saudável. Depois de ser conhecido o fator de infertilidade é 
recomendada a técnica mais indicada para o seu tratamento, que se inicia com a 
estimulação ovárica e o tratamento da amostra seminal. Nos casos de FIV ou ICSI é 
ainda realizada uma punção folicular, seguida de inseminação dos ovócitos com a 
amostra seminal e avaliação e manutenção da cultura embrionária até ao dia da 
transferência. 
Os embriões são avaliados em timings específicos e são transferidos para o útero da 
paciente um ou dois que reúnam o melhor prognóstico de implantação e gravidez, sendo 
os restantes criopreservados, quando aplicável, podendo ser transferidos num novo 
ciclo. 
Os casais que não produzam gâmetas de qualidade ou que não produzam gâmetas 
podem ser inseridos em tratamentos de reprodução humana assistida com utilização de 
gâmetas de dador masculinos ou femininos. 
Em situações onde há o risco de transmissão de uma doença genética pode ser 
realizado um diagnóstico genético pré-implantação, que consiste na biópsia de células 
do embrião e posterior análise do material genético. Somente os embriões com 
resultado negativo para a patologia são considerados para a trasferência. 
A reprodução humana assistida é uma área em constante desenvolvimento que visa 
oferecer o tratamento mais adequado para uma determinada situação de infertilidade 
da forma mais simples e com maior taxa de sucesso e, principalmente com o menor 
impacto possível na saúde dos nascidos com recurso a estas técnicas. 
 
Palavras-chave: Infertilidade, técnicas de reprodução humana assistida, FIV, ICSI, IIU, 
gâmetas, embriões, implantação,criopreservação, DGPI, doação de gâmetas. 
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Infertility is a disease defined by the absence of conception after twelve months of 
frequent and unprotected intercourse. Infertility can be caused by non-pathological 
factors, such as aging and intercourse frequency, male or female pathological factors or 
it can be related to the individual life style. Infertility can also be idiopathic when there is 
no apparent cause to explain it. 
Its treatment is achievable with assisted human reproduction techniques which include, 
mostly, intrauterine insemination, in vitro fertilization and intracytoplasmic sperm 
injection aiming the conception of a healthy newborn to the infertile couple. After 
determining the infertility cause, the recommended treatment begins with an ovarian 
stimulation and semen processing followed, in case of IVF or ICSI, by oocyte retrieval, 
oocyte insemination and evaluation and maintenance of the embryo culture until transfer. 
Embryos are graded at specific timings and the one or two with the best implantation and 
pregnancy potential are transferred to the patient uterus. The remaining embryos can be 
cryopreserved and used in future cycles after thawing. 
Couples which produce low quality gametes or no gametes at all can be treated with 
male or female donor gametes. 
When there is a risk of transmitting a genetic disease the couple is advised to do a 
preimplantation genetic diagnosis which consists in the biopsy of embryo cells and 
analysis of its genetic material. Only disease free embryos are considered for transfer. 
Assisted human reproduction is a field in constant development which tries to offer the 
most appropriate treatment to a determined infertility scenario in the easiest way 
possible, with increasing success rate and, above all, with the least possible impact in 
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1.  Introdução 
 
A reprodução humana tem em vista a continuação e sobrevivência da espécie e, 
portanto, é uma das suas principais necessidades básicas. Quando afetada gera-se um 
quadro de infertilidade que é considerado a componente mais crítica da saúde 
reprodutiva (Mascarenhas et al., 2012). 
A organização mundial de saúde (OMS) define infertilidade como uma doença 
caracterizada pela ausência de conceção após doze meses de relações sexuais 
regulares e sem proteção contracetiva. A infertilidade pode ser primária quando o casal 
nunca conseguiu uma conceção ou então secundária quando pelo menos um dos 
elementos do casal já conseguiu uma gravidez, mesmo em caso de gravidez ectópica 
ou aborto. Já a esterilidade é a incapacidade de reprodução irreversível, o que significa 
que um casal estéril é infértil mas o oposto pode não ser verdade (Zegers-Hochschild et 
al., 2009). 
A incapacidade de procriação afeta homens e mulheres em todo o globo e a 
determinação da sua prevalência está muitas vezes associada a erros e a diferentes 
metodologias de diagnóstico que impossibilitam a chegada a um consenso. No entanto, 
estimou-se em 2010 que cerca de 48,5 milhões de casais em todo o mundo eram 
inférteis (Mascarenhas et al., 2012). 
O tratamento da infertilidade é realizado através do conjunto de técnicas de reprodução 
humana assistida (RHA) e a sua escolha depende do fator (ou fatores) de infertilidade 
conjugal, se já é ou não conhecido e do número de ciclos já efetuados pelo casal. As 
técnicas de RHA compreendem a manipulação de gâmetas e embriões in vitro e fazem 
parte a fertilização in vitro (FIV), a microinjeção intracitoplasmática de espermatozoides 
(ICSI), a inseminação intrauterina (IIU), a transferência de embriões a fresco ou 
criopreservados, a criopreservação de embriões e gâmetas e os tratamentos com 
gâmetas de dadores (Zegers-Hochschild et al., 2009).  
A infertilidade pode levar a transtornos psicológicos e sociais graves como a depressão, 
a discriminação e o ostracismo e ainda a episódios de violência doméstica e divórcio e, 
portanto, o seu tratamento deve ser conduzido por profissionais que saibam gerir todas 
as necessidades emocionais do casal e criar um ambiente propício à sua estabilidade 









1.1.  O eixo Hipotálamo-Hipófise 
 
A hipófise ou glândula pituitária e o hipotálamo estão morfologicamente e 
funcionalmente associados no controlo endócrino e neuroendócrino de outras 
glândulas. Assim, têm um papel principal na regulação de inúmeros processos 
fisiológicos e de todo o sistema endócrino (Musumeci et al., 2015). 
O hipotálamo é uma região localizada na parte central da base do cérebro encapsulando 
a porção ventral do terceiro ventrículo (Musumeci et al., 2015). 
A hipófise é uma glândula que está localizada imediatamente abaixo do hipotálamo 
numa depressão do osso 
esfenóide denominada de sela-
turca e divide-se em hipófise 
anterior ou adenohipófise e em 
hipófise posterior ou 
neurohipófise. A adenohipófise é 
contituída predominantemente 
por células que secretam 
hormonas proteicas em resposta 
a neurohormonas incitadoras 
provenientes do hipotálamo pelo 
sistema porta hipotálamo-
hipófise. Esta síntese pode 
também ser inibida na presença 
de neurohormonas inibidoras ou 
por feedback negativo de 
hormonas sintetizadas por 
orgãos-alvo regulados pela 
hipófise (Jones e Lopez, 2006a). 
A neurohipófise é considerada 
uma extensão do hipotálamo, 
visto ser composta 
essencialmente por uma rede 
axonal de neurónios deste orgão (Jones e Lopez, 2006a).  
Fig.1 – Regulação hormonal entre o eixo hipotálamo-hipófise e as 
gónadas masculinas e femininas. As hormonas produzidas nas gónadas 
vão regular a síntese de GnRH e gonadotrofinas por feedback negativo 









Na regulação do sistema reprodutor masculino e feminino estão envolvidas três 
hormonas. O hipotálamo produz a hormona libertadora de gonadotrofinas (GnRH) que 
atua na adenohipófise estimulando-a a produzir duas hormonas gonadotróficas, a 
hormona foliculoestimulante (FSH) e a hormona luteínizante (LH) sendo esta última 
também designada, no caso masculino, por hormona estimuladora das células 
instersticiais (ICSH) (Fox, 2011).  
As duas gonadotrofinas, FSH e LH, atuam nas gónadas femininas e masculinas 
levando, no caso da mulher, ao desenvolvimento folicular e à síntese de hormonas 
esteroides, nomeadamente estrogénios e progesterona e, no caso do homem, à 
estimulação da espermatogénese e à produção de testosterona, respetivamente 
(Guyton e Hall, 2006). 
A síntese de hormonas esteroides leva, para além das suas funções diretas no sistema 
reprodutor, ao controlo da síntese de GnRH e gonadotrofinas por parte do eixo 
hipotálamo-hipófise por feedback negativo ou positivo sendo este processo contínuo 




























1.2.  O aparelho reprodutor masculino 
 
O aparelho reprodutor masculino é constituído pelas gónadas masculinas ou testículos, 
ductos, glândulas anexas e um orgão copulador e é responsável pela produção de 
gâmetas, pela sua nutrição e armazenamento, ejaculação e a sua deposição no 
aparelho reprodutor feminino (Jones e Lopez, 2006b). 
No desenvolvimento embrionário, a presença e expressão da região de determinação 
sexual do cromossoma Y (Sry), presente no braço curto deste cromossoma, leva ao 
desenvolvimento testicular, dado que codifica um fator de transcrição, o fator de 
determinação testicular (TDF) que, por sua vez, ativa a diferenciação das células de 
Sertoli (Sekido e Lovell-Badge, 2008). Esta diferenciação testicular inicia a segregação 
do fator inibidor de Müller (MIF) que desencadeia a regressão irreversível dos canais de 
Müller1. As células de Leydig, no testículo diferenciado, produzem testosterona que, por 
ação parácrina, estimula o desenvolvimento dos canais de Wolf em epidídimo, canais 
deferentes e vesícula seminal (Pearlman et al., 2010). 
Os testículos têm a função de produzir gâmetas, os espermatozoides, e testosterona. 
Estas gónadas encontram-se em par na bolsa escrotal e apresentam uma forma ovóide. 
Esta bolsa localiza-se fora da cavidade abdominal permitindo uma redução da 
temperatura corporal de 2 a 3 °C que é essencial à espermatogénese e à manutenção 
dos espermatozoides (Jones e Lopez, 2006b). Cada testículo é revestido pela túnica 
albugínea, uma camada de tecido conjuntivo, que no interior do testículo forma lóbulos 
septados com uma imensa rede de tubos de pequeno calibre, denominados de túbulos 
seminíferos, onde, no seu epitélio, se realiza a espermatogénese, contendo as células 
germinativas em diferentes fases de desenvolvimento e células de Sertoli (Fox, 2011). 
Os túbulos seminíferos estão rodeados por tecido intersticial, onde se encontram as 
células de Leydig, que sintetizam testosterona, e vasos sanguíneos (Figura 2).  
Os túbulos seminíferos ficam cada vez mais pequenos e estreitos quando se aproximam 
do centro do testículo, denominados de túbulos recti, que se unem e desaguam numa 
rede tubular designada rede testis. Esta direciona os espermatozoides para ductos 
eferentes que se organizam e perfuram o testículo em direção ao epidídimo. O epidídimo 
é uma estrutura tubular de enormes dimensões imediatamente acima de cada testículo 
                                                          
1 canais de Müller são canais embrionários rudimentares que quando desenvolvidos dão origem às trompas de falópio, 
útero e dois terços superiores da vagina (Jones e Lopez, 2006b). 
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que tem como função a maturação e armazenamento dos espermatozoides até à sua 
ejaculação (Seeley et al., 2004). A sua estrutura tubular revestida por músculo permite 
o direcionamento dos espermatozoides para o canal deferente através de movimentos 
peristálticos (Fox, 2011). O canal deferente também armazena espermatozoides 
provenientes do epidídimo e tem como principal objetivo a condução dos gâmetas 
durante a ejaculação fundindo-se com o ducto da vesícula seminal em ducto ejaculador 
que vai desaguar na uretra. A uretra, por sua vez, estende-se para fora da cavidade 
pélvica através do pénis e expele o conteúdo seminal durante a ejaculação (Seeley et 
al., 2004). 
 
Fig. 2 – a) Ilustração de uma secção de um testículo, epidídimo, canal deferente e cordão espermático onde são 
representadas as suas estruturas internas. b) Representação de um lóbulo testicular. Adaptado de Jones e Lopez, 2006b. 
 
Em situações fisiológicas normais, o fluido seminal é o resultado da passagem dos 
espermatozoides por secreções da vesícula seminal (60% do volume), da próstata (30% 
do volume) e das glândulas bulbo-uretrais (5% do volume) ao longo dos canais 
ejaculatórios até à uretra. A vesícula seminal contribui para a maior parte do volume do 
ejaculado com: - prostaglandinas, que promovem a contração do músculo liso, 
auxiliando o movimento ejaculatório e as contrações uterinas, que ajudam os 
espermatozoides no percurso até ao ovócito; frutose que é a principal fonte de energia; 
e fibrinogénio que é a proteína base do processo de coagulação do líquido seminal para 
evitar que este escorra da vagina aquando a retração do pénis após a cópula (Seeley 
et al., 2004). A próstata adiciona no ducto ejaculador uma secreção que contem: - ácido 
cítrico e zinco; vesiculase, enzima que atua sobre o fribrinogénio promovendo a 
coagulação; e enzimas proteolíticas com uma cinética de atuação mais lenta que vão 
ser responsáveis pela liquefação do coágulo seminal. As glândulas bulbo-uretrais 
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produzem um muco que neutraliza a acidez da uretra, lubrificando-a, assim como do 
canal vaginal. Toda esta mistura de substâncias e o seu papel individual é crucial para 
uma ótima fertilidade (Seeley et al., 2004). 
 
1.2.1.  A espermatogénese e o gâmeta masculino 
 
A espermatogénese é o processo continuo de produção e manutenção diária de 
espermatozoides, dependente do controlo hormonal, que se inicia após a puberdade no 
sexo masculino (Sutovsky e Manandhar, 
2006). Este processo ocorre da base do 
epitélio dos túbulos seminíferos para o lúmen, 
tem uma duração média de 70 dias e divide-se 
em fase mitótica, fase meiótica e 
espermiogénese (Figura 3).  
Na periferia dos túbulos seminíferos 
encontram-se as células base de todo este 
processo, as espermatogónias, que resultam 
da diferenciação das células germinativas 
primordiais (PGC) ainda no desenvolvimento 
fetal (Jones e Lopez, 2006b).  
As espermatogónias são células diplóides, de 
núcleo esférico, que se dividem por mitose e 
garantem a continuidade da pool germinativa 
ou então, através de sucessivas divisões 
mitóticas diferenciam-se e progridem na 
sucessão de eventos da espermatogénese 
dando origem ao gâmeta masculino. Assim, é 
possível distinguir dois tipos de 
espermatogónias dependendo do seu padrão 
de diferenciação e condensação da cromatina, 
as espermatogónias do tipo A (A0) e as 
espermatogónias do tipo B. 
As espermatogónias do tipo A têm um núcleo 
composto essencialmente por eucromatina 
enquanto que as do tipo B apresentam um 
Fig. 3 - Espermatogénese e os diferentes tipos de 









núcleo com heterocromatina (Sutovsky e Manandhar, 2006). Após sucessivas divisões 
mitóticas, as espermatogónias do tipo B dividem-se uma última vez por mitose 
originando duas células diplóides com maior grau de diferenciação, os espermatócitos 
primários que, por sua vez, iniciam a primeira divisão meiótica resultando em dois 
espermatócitos secundários, estes já haplóides. Os espermatócitos secundários, após 
realizarem a segunda divisão meiótica dão origem, cada um, a duas espermátides, 
portanto cada espermatócito primário resulta em quatro espermátides no final da meiose 
(Shalet, 2009).  
 
Fig. 4 – Túbulos seminíferos e espermatogénese. a) – Secção transversal de um testículo humano onde se podem 
observar túbulos seminíferos com células em diferentes estádios da espermatogénese e tecido intersticial. b) – Região 










As espermátides são células redondas que vão sofrer um processo de diferenciação 
complexo em espermatozoide para que estes gâmetas adquiram características 
morfológicas e funcionais para percorrerem o trato reprodutor feminino e penetrarem o 
ovócito. Este processo de diferenciação é o último passo da espermatogénese  e 
denomina-se por espermiogénese (Fox, 2011). 
Durante a espermiogénese, as espermátides passam por um processo complexo de 
diferenciação ganhando um flagelo e ficando sem grande parte do seu citoplasma. Para 
isso, o núcleo é alongado por substituição das histonas por protaminas e a cromatina é 
altamente condensada (Bergmann, 2006). Posteriormente, desenvolve-se uma vesícula 
com enzimas proteolíticas a partir do complexo de Golgi, o acrossoma, que vão ser 
necessárias para a penetração do ovócito. Os centríolos migram para a parte central da 
célula, justaposta ao núcleo e, a partir de um deles, desenvolve-se um flagelo com fibras 
contráteis onde, na sua região proximal, se vão acumular e organizar as mitocôndrias 
espermáticas (Bergmann, 2006). Por último, ocorre a intervenção das células de Sertoli 
que vão fagocitar uma grande 
parte do citoplasma e os 
espermatozoides resultantes 
são depositados no lúmen do 
túbulo seminífero (Jones e 
Lopez, 2006b). 
O espermatozoide é, assim, uma 
célula altamente diferenciada e 
especializada que se divide em 
três componentes principais, 
cabeça, colo e cauda (Figura 5). 
A cabeça tem um formato 
achatado e oval, um citoplasma 
quase inexistente e é constituida 
pelo núcleo e o acrossoma que 
cobre toda a superfície da 
cabeça. O colo faz a ponte de 
ligação entre a cabeça e a cauda 
e esta é constituída pela peça 
intermédia, a peça principal e o 
segmento terminal (Bergmann, 2006).  
Fig. 5 – Componentes de um espermatozoide humano. Adaptado de 
Jones e Lopez, 2006b. 
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A peça intermédia localiza-se na região mais anterior da cauda junto ao colo, contém o 
axonema do flagelo com microtúbulos associados a fibras e é o local onde ocorre a 
condensação das mitocôndrias em espiral. A peça principal é a maior porção da cauda, 
é desprovida de mitocôndrias e a sua espessura é menor que a da peça intermédia por 
conter um número menor de filamentos. O segmento terminal da cauda é a porção mais 
curta e não contém fibras contráteis, apenas microtúbulos (Bergmann, 2006). 
Considera-se um espermatozoide morfologicamente normal quando a sua cabeça 
apresenta uma forma ovalada e de contornos regulares com cerca de 4-5µm  de 
comprimento e 2-3µm de largura seguida de um flagelo com cerca de 50µm sem 
deformidades. A peça intermédia deve ter um comprimento próximo do da cabeça e ter 
uma espessura ligeiramente maior que a restante cauda que deve ser uniforme em todo 
o seu comprimento (WHO, 2010). 
A espermatogénese depende de um controlo hormonal complexo mediado pelo eixo 
hipotálamo-hipófise que intervém com a produção de gonadotrofinas, FSH e LH, assim 
como das células de Leydig, residentes no tecido intersticial que rodeia os túbulos 
seminíferos, dado que são responsáveis pela produção de testosterona. A FSH  atua 
nas células de Sertoli que respondem produzindo proteínas de ligação a androgénios 
(ABP) e inibina. As ABP ligam-se à testosterona produzida pelas células de Leydig em 
resposta ao estimulo de LH, mantendo os níveis deste esteroide elevados no lúmen dos 
túbulos seminíferos e no epidídimo. A inibina é responsável pelo controlo da síntese de 
FSH inibindo a hipófise anterior. A testosterona, por sua vez, controla a produção de LH 
pela hipófise e GnRH pelo hipotálamo (Jones e Lopez, 2006b). 
As células de Sertoli, para além das suas funções já referidas, contribuem também para 
a nutrição das células espermáticas e formam a barreira hematotesticular que é 
necessária para promover um local livre de ataques autoimunes às células da linhagem 

















1.3.  O aparelho reprodutor feminino 
 
O aparelho reprodutor feminino é constituído pelas gónadas femininas ou ovários, 
trompas de Falópio, útero, vagina e vulva2 e é responsável pela produção de gâmetas 
femininos, pela produção de hormonas sexuais e pela promoção de um local adequado 
à fecundação e ao desenvolvimento embrionário e fetal (Jones e Lopez, 2006c). 
Os ovários encontram-se suspensos no interior da cavidade pélvica, ligados ao útero 
por filamentos de tecido conjuntivo. Estas gónadas têm a função de produzir gâmetas 
femininos e de sintetizar estrogénios e progesterona (Fox, 2011).  
As trompas de Falópio são estruturas tubulares que se estendem do útero, onde se 
ligam pela porção intramural, até aos ovários, sendo o local onde, normalmente, ocorre 
a fecundação. As trompas de Falópio subdividem-se em quatro partes: - fímbrias que 
cobrem os ovários e captam ovócitos após a ovulação; infundíbulo que é o local mais 
alargado das trompas; ampola e istmo que é um local estreito e altamente musculado, 
capaz de contrair ao ponto de incapacitar a passagem para o útero (Seeley et al., 2004). 
O útero é o orgão normal de implantação e divide-se em fundo, corpo e colo ou cérvix. 
O fundo corresponde à parte superior e mais alargada, o corpo à parte central e que 
sofre alterações cíclicas da sua estrutura e o colo à parte mais estreita e que se projeta 
na vagina. As paredes do corpo do útero são compostas por três camadas. A mais 
externa, perimétrio, é constituída por tecido conjuntivo, a central, miométrio, por tecido 
muscular liso e a mais interna, endométrio, é estratificada e, portanto, constituida por 
um estrato basal e um estrato funcional. É o estrato funcional do endométrio que sofre 
alterações durante o ciclo uterino, proliferando e degenerando ciclicamente, em 
resposta aos níveis hormonais de estrogénios e progesterona (Fox, 2011). 
A vagina é uma estrutura tubular extensível onde ocorre a deposição do fluido seminal. 
A secreção do muco cervical pelo colo do útero constitui a maior barreira à passagem 





                                                          









1.3.1. Oogénese e desenvolvimento folicular 
 
A oogénese é o processo de produção de gâmetas femininos que tem início ainda na 
vida fetal quando as oogónias se diferenciam do epitélio germinativo do ovário, migram 
para o córtex e começam a dividir-se por mitose (Figura 6). Após o primeiro trimestre de 
gestação, as cerca de 8 milhões de oogónias resultantes de mitoses sucessivas deixam 
de se multiplicar e iniciam a primeira divisão meiótica, ficando esta retida na profase I, 
na fase de diplóteno. Estas células passam a designar-se por ovócitos primários e 
apresentam um núcleo de grandes dimensões que se classifica como vesícula germinal 
(VG) (Elder e Dale, 2011). 
 
Fig. 6 – Oogénese e diferentes tipos de folículos. A oogénese inicia-se na vida fetal e termina com a penetração de um 
espermatozoide no ovócito. Adaptado de Jones e Lopez, 2006c. 
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Os ovócitos primários são revestidos por uma camada de células foliculares da 
granulosa e permanecem quiescentes na periferia do córtex do ovário. Ao conjunto entre 
os ovócitos primários e a camada de células da granulosa designa-se por folículo 
primordial (Elder e Dale, 2011).  
O desenvolvimento folicular é dependente de hormonas gonadotróficas, portanto, 
durante a infância, os folículos primordiais mantêm-se inalterados até à puberdade, no 
entanto, sabe-se que a maioria destes desenvolve-se mas degenera por atresia 
resultando numa pool de cerca de 300 mil ovócitos no início da intervenção hormonal 
(Seeley et al., 2004).  
Após a puberdade, os folículos primordiais desenvolvem-se em resposta à hormona 
FSH e as células da granulosa adquirem uma forma maior e cúbica, passando estes a 
designar-se por folículos primários. O ovócito passa a ser rodeado por um invólucro de 
glicoproteínas, a zona pelúcida, que o vai proteger durante o transporte para fora do 
ovário e assegurar a não polispermia (Seeley et al., 2004). 
As células da granulosa continuam a desenvolver-se e a multiplicar-se, formando várias 
camadas que rodeiam o ovócito e o folículo passa a designar-se por folículo secundário. 
Este associa-se a pequenos vasos sanguíneos que vão promover o seu 
desenvolvimento através de hormonas e fatores de crescimento que circulam na 
corrente sanguínea. Assim, o ovócito expande, as células da granulosa continuam a sua 
proliferação e forma-se uma camada celular exterior à granulosa, a teca, subdividida em 
teca interna e externa, com a função de produzir androgénios que irão, posteriormente, 
ser convertidos a estrogénios (Jones e Lopez, 2006c). 
A regulação hormonal feminina é ciclica e cada ciclo tem uma duração aproximada de 
28 dias. No início de cada ciclo, são recrutados cerca de 20 folículos secundários que 
se vão desenvolver em resposta à hormona FSH. As vesículas que se criam entre as 
células da granulosa fundem-se e formam uma cavidade, a cavidade antral. Esta 
cavidade começa a expandir progressivamente com a acumulução de substâncias, 
esssencialmente estrogénios, produzidas pelas células da granulosa e o ovócito é 
deslocado do centro do folículo para a periferia (Elder e Dale, 2011). Os estrogénios em 
constante produção pelos folículos antrais vão atuar no eixo hipotálamo-hipófise e os 
níveis de FSH vão diminuir por feedback negativo. Deste modo, apenas o folículo mais 
desenvolvido vai resistir e os outros selecionados degeneram por atresia. Neste folículo 
maior, ou folículo de Graaf, as células da granulosa diferenciam-se em duas populações 
distintas: o cumulus que rodeia o ovócito e é mitoticamente inativo, sendo as suas 
células mais próximas do ovócito expandidas num padrão radiante, a corona radiata, e 
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as restantes células que formam uma camada mural e começam a expressar inúmeros 
receptores para a hormona LH (Elder e Dale, 2011). Os estrogénios em grande 
quantidade invertem o feedback negativo para positivo resultando num pico de LH que 
vai desencadear o período pré-ovulatório e consequentemente a ovulação. 
No período pré-ovulatório, o ovócito completa a primeira divisão da meiose, tornando-
se haplóide. A citocinese é assimétrica dando origem ao ovócito secundário que fica 
com a maior parte do citoplasma e a um pequeno glóbulo polar (GP) que acaba por 
degenerar. O ovócito secundário inicia a segunda divisão da meiose que fica 
interrompida em metafase II e só é completa aquando a penetração de um 
espermatozoide com a extrusão de um segundo glóbulo polar (Seeley et al., 2004). 
Durante a ovulação o folículo totalmente expandido rompe e o ovócito secundário 
rodeado pela zona pelúcida e cumulus sai do ovário e é capturado pela trompa de 
Falópio, assim como grande parte do fluido folicular. A ovulação leva ao rompimento de 
vasos sanguíneos presentes no folículo e, por isso, este designa-se por corpo 
hemorrágico (Jones e Lopez, 2006c). 
 
 










As restantes células foliculares que permanecem no ovário alteram-se em resposta à 
grande quantidade de LH presente durante a ovulação e passam a constituir o corpo 
amarelo ou lúteo que produz progesterona (e estrogénios em menor extensão). Este 
permanece funcional durante 10 dias, aproximadamente, e caso não haja gravidez, 
degenera e forma o corpo branco ou albicans (Seeley et al., 2004). 
Na Figura 7 é possível distinguir todos os estádios do desenvolvimento folicular e a sua 
distribuição pelos diferentes locais do ovário. 
 
 
1.3.2. Ciclo ovárico e ciclo uterino 
 
O ciclo ovárico e uterino constituem as alterações cíclicas que se observam no ovário e 
no endométrio, respetivamente, face ao controlo hormonal gonadotrófico, estrogénios e 
progesterona. Estes dois ciclos estão, assim, relacionados e compreendem o ciclo 
menstrual feminino que tem a duração de, aproximadamente, 28 dias (Figura 8). 
Tanto no ovário como no útero vão existir duas fases separadas por um momento, a 
ovulação:  
 
Fase folicular e fase proliferativa – No primeiro dia da menstruação (ciclo anterior) dá-
se o recrutamento de folículos por estímulo da FSH. Estes folículos desenvolvem-se e 
produzem estrogénios e inibina B que mantêm os níveis de FSH e LH controlados por 
feedback negativo. O folículo dominante, de Graaf, continua o seu desenvolvimento e 
os restantes entram em atresia com a diminuição de FSH. No útero, os crescentes níveis 
de estrogénios produzidos no ovário vão desencadear a regeneração do estrato 
funcional do endométrio onde é estimulada a proliferação celular e o crescimento de 
glândulas e vasos sanguíneos. A fase folicular no ovário e a fase proliferativa no útero 
estão assim interligadas e terminam com a ovulação. É mais provável alterações no 
número de dias desta fase em ciclos diferentes de 28 dias (Fox, 2011; Jones e Lopez, 
2006d). 
Ovulação – Compreende a extrusão do ovócito do ovário para a trompa de Falópio. No 
período pré-ovulatório, o folículo de Graaf, no seu máximo de desenvolvimento, produz 
tantos estrogénios que o feedback negativo na hipófise passa a positivo e dá-se um pico 
de LH (e um menor de FSH) 36 horas antes da ovulação. O pico de LH vai iniciar a 
luteinização das células da granulosa que passam também a produzir progesterona. A 
presença desta hormoma juntamente com o pico de LH vai induzir a produção de 
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enzimas proteolíticas que levam à rotura da parede do folículo e ao destacamento do 
ovócito, zona pelúcida e corona radiata da camada mural da granulosa. O conjunto 
destas hormonas leva também à síntese de prostaglandinas que vão ser responsáveis 
pela contração de células musculares exteriores à teca, permitindo a extrusão do ovócito 
do ovário (Fox, 2011; Jones e Lopez, 2006d). 
 
 
Fig. 8 – Níveis médios hormonais num ciclo menstrual de 28 dias juntamente com as alterações ao nível do ovário e do 
endométrio uterino. Adaptado de Jones e Lopez, 2006d.  
 
Fase lútea e fase secretora – A fase lútea inicia-se com a saída do ovócito do ovário e 
tem a duração de 14 dias. As células foliculares que permanecem no ovário são 
altamente luteinizadas e formam o corpo lúteo, passando a produzir progesterona e em 
menor extensão estrogénios e inibina A que levam ao decréscimo de FSH e LH, inibindo 
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assim o desenvolvimento de novos folículos e ovulação no mesmo ciclo. No útero os 
níveis altos de progesterona vão contribuir para o início da fase secretora que se 
caracteriza pela secreção de lípidos, glicogénio e outras substâncias de reserva pelas 
glândulas endometriais já desenvolvidas na fase proliferativa. Nesta fase o endométrio 
atinge o seu máximo de espessamento e torna-se altamente vascularizado. Todas estas 
secreções e modificações estruturais são necessárias para uma eventual implantação 
do embrião, caso haja fecundação (Fox, 2011; Jones e Lopez, 2006d). 
Menstruação – Se não houver fecundação e, portanto, o desenvolvimento de um 
embrião, o corpo lúteo começa a degenerar por volta do 21º dia. Consequentemente, 
os níveis de progesterona e estrogénios diminuem abruptamente levando à 
destabilização das membranas dos lisossomas das células do estrato funcional do 
endométrio e a uma resposta inflamatória. Desenvolvem-se, também, enzimas 
proteolíticas que destroem este estrato, levando à necrose, descamação e corrimento 
sanguíneo, resultando na menstruação. A redução destas hormonas acaba com o 
feedback negativo e os níveis de FSH e LH voltam a aumentar, sendo selecionados 



























1.3.3. Efeito dos estrogénios e progesterona no aparelho reprodutor 
feminino 
 
Para além das alterações observadas no endométrio, os estrogénios e progesterona 
contribuem para modificações em todo o aparelho reprodutor feminino, nomeadamente 
nas trompas de Falópio, no miométrio uterino e no colo do útero que podem ser 
resumidas na Tabela 1: 
 
Tabela 1 – Efeitos fisiológicos dos estrogénios e progesterona no aparelho reprodutor feminino. Adaptado 
de Jones e Lopez, 2006c. 
 Estrogénios Progesterona 
Trompas de Falópio 
Aumento do número de 
células ciliadas. Máximo no 
período pré-ovulatório. 
Efeito: Ambiente ciliado 
facilita o movimento do 
ovócito e embrião na trompa. 
Aumento das secreções das 
células da mucosa. Máximas 
no período ovulatório e pós-
ovulatório. 
Efeito: Fluxo de líquido 
transporta o embrião em 
direção ao útero. 
Miométrio 
Aumento das contrações do 
músculo liso. Máximas no 
período pré-ovulatório. 
Efeito: Ajuda o movimento 
dos espermatozoides ao 
longo da cavidade uterina. 
Diminuição das contrações 
do músculo liso. Mínimas no 
meio da fase lútea. 
Efeito: Ausência de 
contrações aumenta o 
potencial implantatório do 
embrião no útero. 
Colo do útero 
Produção de um muco 
cervical aquoso. Mais 
aquoso no período pré-
ovulatório. 
Efeito: Possibilita a 
passagem dos 
espermatozoides através do 
muco cervical. 
Produção de um muco 
cervical espesso. Mais 
espesso no meio da fase 
lútea. 
Efeito: Bloqueio da 
passagem de bactérias e 












1.4.  Fertilização e implantação 
 
A fertilização consiste na adesão e fusão espontânea espermatozoide-ovócito dando 
origem a uma célula diplóide totipotente com uma identidade genética única, o zigoto 
(Evans, 2012). 
A sucessão de eventos até à fertilização inicia-se com a ejaculação e deposição do 
fluido seminal no trato genital feminino, nas proximidades do colo do útero, que forma 
um coágulo espontâneo, evitando assim o escorrimento do sémen aquando a retirada 
do pénis da vagina. O coágulo, contendo milhões de espermatozoides, liquefaz por ação 
das secreções prostáticas, nomeadamente pela intervenção do antigénio específico da 
próstata (PSA) e de outras enzimas proteolíticas sobre o fibrinogénio seminal (Jequier, 
2011). Os espermatozoides libertos do coágulo vão encontrar a maior barreira no seu 
percurso até ao ovócito, a passagem pelo muco cervical, cujo o sucesso vai depender 
da motilidade dos espermatozoides e da estrutura do muco que é mais aquoso e 
propício para a sua travessia no período pré-ovulatório com os níveis de estrogénios 
elevados. Os espermatozoides bem sucedidos vão aí sofrer um processo necessário à 
continuação do percurso e, posteriormente, à penetração no ovócito, denominado por 
capacitação. 
A capacitação dos espermatozoides é um processo complexo que envolve a remoção 
de fatores seminais e colesterol e a modificações na membrana celular e na membrana 
externa do acrossoma, diminuindo a sua estabilidade. Este processo leva à exposição 
de recetores na cabeça do espermatozoide necessários à ligação com a zona pelúcida 
e à reação acrossómica, assim como, vai permitir a hiperativação da motilidade flagelar 
(Elder e Dale, 2011).  
Os espermatozoides capacitados orientam o seu percurso até ao ovócito por termotaxia 
e quimiotaxia. Assim, estes dirigem-se para o local de fertilização por reação a 
gradientes de temperatura, que se pensa ser mais alta na trompa com o ovócito e em 
resposta a fatores quimiotáxicos presentes no fluido folicular e na corona radiata, 
nomeadamente progesterona (Yoshida e Yoshida, 2011). 
A fertilização ocorre, normalmente, nas proximidades da ampola e inicia-se com a 
aproximação do espermatozoide ao ovócito e com a libertação de hialuronidase pelo 
acrossoma que vai digerir o ácido hialurónico na corona radiata, dispersando a mescla 
de células que envolvem o ovócito e assim facilitar o contacto do espermatozoide com 
a zona pelúcida (Elder e Dale, 2011). A ligação do espermatozoide à zona pelúcida dá-
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se entre recetores específicos na membrana externa do acrossoma ao ligando primário 
da zona pelúcida, o ZP3. Esta ligação desencadeia a reação acrossómica que consiste 
na fusão da membrana externa do acrossoma com a membrana plasmática do 
espermatozoide, levando à libertação de enzimas, nomeadamente acrosina, que 
digerem os componentes da zona pelúcida. Estes mecanismos enzimáticos juntamente 
com a força exercida pelos batimentos da cauda com hipermotilidade conduzem à 
penetração da zona pelúcida e à passagem pelo espaço perivitelino até à membrana 
plasmática do ovócito ou oolema (Fox, 2011). 
O contacto com a oolema é mediado por proteínas da cabeça do espermatozoide, 
principalmente fertilina, que se ligam a integrinas da membrana do ovócito. Este evento 
leva à fusão dos dois gâmetas e à entrada do espermatozoide no citoplasma do ovócito 
(Fox, 2011). A penetração do gâmeta masculino desencadeia o aumento intracelular de 
iões de cálcio (Ca2+) que estavam armazenados no retículo endoplasmático do ovócito. 
Este fluxo iónico leva ao bloqueio da polispermia pela fusão dos grânulos corticais à 
oolema e exocitose do seu conteúdo enzimático para o espaço perivitelino, designada 
por reação cortical, que vai promover o endurecimento da zona pelúcida e a inativação 
dos seus ligandos aos recetores de outros espermatozoides. Por outro lado, o fluxo de 
Ca2+ vai ativar o ovócito, resultando na finalização da segunda divisão meiótica que 
também apresenta uma citocinese desigual levando à formação de um segundo glóbulo 
polar que é expulso para o espaço perivitelino e acaba por degenerar. O núcleo 
resultante da meiose constitui o pronúcleo (PN) feminino que migra para o centro da 
célula (Seeley et al., 2004). 
A membrana nuclear do núcleo gamético masculino desagrega-se, a cromatina 
descondensa e as protaminas são substituídas por histonas desenvolvendo-se o PN 
masculino que migra também para o centro da célula. Durante a migração dos dois PN 
para o centro do ovócito o ADN é replicado em ambos e as suas membranas começam 
a desagregar. Uma vez alinhados, os cromossomas paternos separam-se e a primeira 
mitose inicia-se, sendo o fuso mitótico assegurado pelos centríolos de origem paterna 
(Elder e Dale, 2011). 
O zigoto divide-se sucessivamente por mitose, num processo designado clivagem, visto 
que as células resultantes são cada vez mais pequenas, os blastómeros, pela não 
expansão da zona pelúcida (Fox, 2011). Os blastómeros têm poucas ligações 
intercelulares e só por volta do quarto dia de desenvolvimento adquirem junções entre 
si e começam a compactar numa malha de células denominada por mórula. 
Normalmente, em estado de mórula, o embrião já percorreu a trompa de Falópio e 
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passou para a cavidade uterina, onde as suas células, já compactadas, adquirem 
características polares diferentes, nomeadamente na concentração de bombas de 
sódio-potássio (Na+/K+) nos polos, o que leva à formação de uma cavidade com um 
fluido aquoso. Nesta fase o embrião designa-se por blastocisto e podem ser distinguidas 
uma camada de células, a trofoectoderme (TF), que rodeia a cavidade formada, o 
blastocélio, e ainda uma massa celular espessa na periferia, a massa celular interna 
(MCI). A TF vai dar origem aos anexos embrionários, nomeadamente a parte fetal da 
placenta, e a MCI ao feto (Elder e Dale, 2011; Seeley et al., 2004). 
Quando o embrião chega ao endométrio prepara-se para a implantação no seu estrato 
funcional. Para isso, a TF secreta enzimas proteolíticas que digerem a zona pelúcida e 
o blastocisto eclode. Estas células produzem também a gonadotrofina coriónica humana 
(hCG), muito idêntica à LH, que vai impedir que o corpo amarelo regrida e, assim, 
mantendo o endométrio. O embrião secreta, também, imunossupressores que permitem 
a tolerância à implantação (Elder e Dale, 2011). 
Contemplados todos estes processos pré-implantatórios, o embrião comunica com as 
células epiteliais do endométrio e a implantação ocorre entre o sexto e o sétimo dia do 
desenvolvimento embrionário. A implantação divide-se em: - aposição, que é o 
direcionamento para a parede posterior do corpo do útero; adesão ao epitélio do 
endométrio por integrinas e invasão que constitui a penetração do embrião no 
endométrio pela digestão enzimática da sua matriz intercelular. O embrião implantado 
induz a formação de uma rede vascular, assegurando a sua nutrição e desenvolvimento 





















1.5.  Fatores de infertilidade 
 
A determinação do fator de infertilidade é essencial para a escolha correta da 
abordagem terapêutica a utilizar. Para isso, é importante, numa primeira consulta de 
RHA, compreender se o casal já tem descendência, se já teve episódios de infertilidade 
anterior e tratamentos utilizados, a duração das tentativas de conceção e todos os seus 
hábitos sexuais, como a frequência das suas relações sexuais, o uso de lubrificantes e 
métodos contracetivos anteriores. É igualmente importante perceber os hábitos do 
quotidiano do casal, assim como intervenções médicas anteriores que podem também 
estes comprometer a sua fertilidade. 
Os fatores de infertilidade podem ser femininos ou masculinos e dividem-se em não 
patológicos, patológicos e relacionados com estilos de vida. A infertilidade pode ainda 
ser idiopática quando não há uma causa aparente após terem sido realizados todos os 
testes necessários e estes serem normais. 
 
 
1.5.1. Fatores não patológicos 
 
Os fatores não patológicos estão relacionados com a idade dos membros do casal e 
com a frequência das suas relações sexuais (Bayer et al., 2002). 
O pico de fertilidade feminino ocorre, em média, aos 25 anos, notando-se um 
decréscimo acentuado aos 30 com agravamento a partir dos 35 anos. Este declínio 
provem da diminuição da qualidade ovocitária e da função uterina. A qualidade 
ovocitária diminui com a aproximação da menopausa pelo facto de aumentar a 
probabilidade de ocorrerem erros na divisão celular que impedem o desenvolvimento 
embrionário (Bayer et al., 2002). No homem o potencial reprodutivo é mantido durante 
mais tempo, no entanto, pode ocorrer um decréscimo (não tão acentuado como na 
mulher) a partir dos 40 anos (Bayer et al., 2002). Este decréscimo associa-se, 
normalmente, à redução da líbido, disfunção erétil e diminuição da qualidade do 
esperma, visto que, a idade masculina contribui diretamente para o aumento de 
alterações cromossómicas nos espermatozoides (Kühnert e Nieschlag, 2004). 
A frequência das relações sexuais é também um fator de infertilidade não patológico, 
dado que, a capacidade fertilizante dos espermatozoides no trato reprodutor feminino é 
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de 72 horas e o ovócito permanece viável por 24 horas. Assim, o período fértil da mulher 
inicia-se 3 dias antes da ovulação até 2 dias depois, portanto, é aconselhável que o 
casal tenha relações sexuais diariamente durante o período fértil ou em intervalos de 
dois em dois dias para potenciar a qualidade espermática e aliviar o stress do casal 
(Bayer et al., 2002). 
 
 
1.5.2. Fatores patológicos masculinos 
 
Os fatores patológicos masculinos podem ter uma causa genética, estar relacionados 
com alterações hormonais, disfunção erétil, antecedentes cirúrgicos na zona pélvica ou 
escrotal que podem levar à obstrução dos canais reprodutores, sessões de radioterapia, 
lesões testiculares, problemas no controlo do esfíncter da uretra que leva à ejaculação 
retrógrada para a bexiga, agenesia dos canais deferentes, criptorquidismo e varicocelo. 
O varicocelo é a causa mais comum da infertilidade masculina (cerca de 40%) e 
caracteriza-se pela dilatação de pelo menos uma das veias do cordão espermático 
(Esteves et al., 2012). Esta condição leva à acumulação de substâncias tóxicas e 
espécies reativas de oxigénio (ROS) e, também, à disrupção do mecanismo de contra 
corrente de troca de calor que se traduz num aumento da temperatura escrotal. O 
aumento de ROS conduz à fragmentação do ADN dos espermatozoides por stress 
oxidativo e a temperatura acima dos valores ideais compromete a espermatogénese, 
verificando-se uma redução dos parâmetros seminais, como a motilidade, a 
concentração e a morfologia (Smit et al., 2013). 
Os pacientes azoospermicos (ausência de espermatozoides no ejaculado) podem ter 
uma azoospermia obstrutiva quando a espermatogénese ocorre normalmente mas há 
uma obstrução entre o epidídimo e o ducto ejaculador que impede a passagem dos 
espermatozoides ou, então, uma azoospermia secretora, ou não obstrutiva, quando não 
há produção de espermatozoides. A azoospermia não obstrutiva pode ter diversas 
causas, tendo uma forte componente genética, e verifica-se, por exemplo, em homens 
com síndrome de Klinefelter (cariótipo 47, XXY), no caso de deleções em regiões AZF 
(azoospermic factor) do cromossoma Y ou em homens com síndrome de apenas células 










1.5.3. Fatores patológicos femininos 
 
Os fatores patológicos femininos podem estar associados a causas genéticas, a fatores 
tubo-peritoneais, cervicais e uterinos ou ainda a disfunções ovulatórias (Unuane et al., 
2011). 
As disfunções ovulatórias são responsáveis por cerca de 20% da infertilidade feminina 
e englobam a síndrome do ovário poliquístico (SOP), a falência ovárica prematura, a 
hiperprolactinemia, a amenorreia hipotalâmica e fases lúteas anormais (Unuane et al., 
2011). Todas estas disfunções são avaliadas e diagnosticadas através da análise dos 
níveis de gonadotrofinas e prolactina no sangue, sendo que níveis normais de FSH com 
níveis elevados de LH podem indicar um cenário de SOP, FSH acima do padrões 
normais pode estar relacionado com uma falência ovárica prematura e ainda níveis 
elevados de prolactina são, muito provavelmente, indicadores de um quadro de 
hiperprolactinemia (Abdalla e Thum, 2004). 
Os fatores tubo-peritoneais incluem a endometriose que é uma patologia onde tecido 
idêntico ao endometrial cresce fora da cavidade uterina, provocando reações 
inflamatórias crónicas, cicatrizes tecidulares e adesões que podem distorcer a anatomia 
pélvica e até obstruir as trompas de Falópio. No entanto é ainda vaga a relação direta 
entre a endometriose e a infertilidade (Bulletti et al., 2010). Para além da endometriose, 
outros fatores tubares como as infeções das trompas de Falópio podem ser a causa de 
infertilidade, visto que, podem obstruir as trompas, dificultar a captura do ovócito após 
expulsão do ovário ou mesmo dificultar a sua passagem. Estas infeções podem derivar 
de infeções pélvicas, de uma gravidez ectópica anterior ou da utilização prévia de um 
dispositivo intrauterino (DIU) como método contracetivo (Meuleman et al., 2009). 
O fator cervical está relacionado com a inadequação tanto na produção como nas 
características do muco cervical que, ao ser hormonodependente, deve ficar mais 
aquoso no período pré-ovulatório, ficando a passagem dos espermatozoides 
comprometida se estas condições não se verificarem (Bayer et al., 2002). 
O fator uterino deve-se a anomalias na estrutura da cavidade uterina e desenvolvimento 
do endometrio, assim como à presença de miomas que impedem ou dificultam a 
passagem de espermatozoides e a própria implantação do embrião resultando muitas 
vezes em abortos recorrentes (Bayer et al., 2002). 
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Algumas das causas genéticas relacionadas com a infertilidade feminina compreendem 
a síndrome de Turner3 (cariótipo 45, X) e anomalias cromossómicas estruturais que 
envolvam o cromossoma X ou autossomas relacionados com a disgenesia gonádica ou 
com a comunicação entre o eixo hipotálamo-hipófise e o ovário (Mercer et al., 2013). 
 
 
1.5.4. Fatores associados ao estilo de vida 
 
A fertilidade depende, cada vez mais, do estilo de vida tanto profissional como de lazer 
de ambos os membros de um casal, principalmente em países desenvolvidos onde o 
sedentarismo e o stress tendem a aumentar. Deste modo, determinados hábitos do 
quotidiano têm um impacto direto na saúde de cada indivíduo e por vezes podem levar 
a quadros de infertilidade ou dificultar o seu tratamento. Alguns exemplos: 
 Obesidade – esta condição leva a distúrbios metabólicos e hormonais em 
homens e mulheres e pode interferir com o sucesso de ciclos de tratamento de 
infertilidade, sendo recomendada a redução do índice de massa coporal para valores 
adequados (American College of Obstetricians and Gynecologists, 2013). 
 Diabetes mellitus tipo 2 – A diabetes tipo 2 que, cada vez mais, aparece em 
indivíduos mais novos como consequência, por exemplo, da obesidade tem vindo a ser 
estudada e apontada como um fator de infertilidade masculina. Segundo Singh et al. 
(2014) esta síndrome tem um efeito prejudicial nos parâmetros seminais levando à 
redução da concentração, motilidade e morfologia normal dos espermatozoides. 
Recentemente, estudos em rato revelaram uma deficiência de testosterona que 
aumenta com a progressão da doença (Rato et al., 2015). 
 Tabaco – no homem o consumo de tabaco influencia os seus parâmetros 
seminais, verificando-se uma diminuição do volume do ejaculado e da concentração, 
motilidade e morfologia dos espermatozoides, assim como o aumento das ROS que 
podem causar danos no seu ADN, impercetíveis ao microscópio (Bayer et al., 2002). Na 
mulher, o tabaco pode levar a alterações na função ovárica resultando na diminuição 
dos níveis de hormonas esteróides, alterações nas trompas e útero aumentando a 
probabilidade de abortamento ou gravidez ectópica (Soares et al., 2007) ou até associar-
se ao fenómeno de falência ovárica prematura, visto que, mulheres fumadoras tendem 
                                                          
3 Síndrome de Turner (45, X) é uma anomalia cromossómica numérica cujas mulheres são infertéis pela ausência de 
ovários e de produção de gâmetas. Muito raramente podem ter células germinativas na vida embrionária mas que 
acabam por degenerar (Karnis, 2012). 
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a entrar na menopausa 1 a 2 anos mais cedo que o previsto (Bayer et al., 2002). Durante 
a gravidez o consumo de tabaco está diretamente relacionado com distúrbios no 
desenvolvimento embrionário e fetal. 
 Álcool – na mulher o consumo de bebidas alcoólicas relaciona-se com 
alterações hormonais, fase lútea anormal e distúrbios na implantação e 
desenvolvimento embrionário. Já no homem, impotência, redução da líbido e diminuição 
da qualidade espermática são algumas das consequências da ingestão destas bebidas 
(Sobral et al., 2012). 
 Drogas – a cocaína pode levar a um fator de infertilidade feminino tubar e à 
diminuição da concentração de espermatozoides em consumidores crónicos. Já o 
consumo de cannabis está associado a alterações na ovulação, nos níveis de 
testosterona e na motilidade dos gâmetas masculinos (Sobral et al., 2012). 
 Temperatura escrotal elevada – como já descrito anteriormente, (1.2. O 
aparelho reprodutor masculino) a temperatura escrotal deve manter-se 2 a 3 °C abaixo 
da temperatura corporal, dado que esta redução é essencial à espermatogénese e à 
manutenção dos espermatozoides. No entanto, o sedentarismo e a frequência de 
ambientes com temperatura elevada pode levar ao aumento da temperatura escrotal e 
comprometer a fertilidade masculina. São alguns exemplos disso profissionais da 
panificação, metalurgia e condutores frequentes, assim como utilizadores assíduos de 























2. Laboratório de Andrologia 
 
2.1. O espermograma 
 
O espermograma ou análise citobioquímica do esperma é o primeiro passo para a 
determinação de um possível fator de infertilidade masculina ou para a análise seminal 
de um possível dador de gâmetas. Esta análise divide-se em exame macroscópico e 
exame microscópico e inicia-se com a colheita da amostra seminal. O exame 
macroscópico passa pela análise de parâmetros como a liquefação, a viscosidade, o 
volume, o pH, a cor e o cheiro da amostra seminal e o exame microscópico avalia a 
motilidade, a vitalidade, a hipoosmolaridade, a concentração e a morfologia dos 
espermatozoides, assim como a presença de outras células no ejaculado. A análise 
segue os limites de referência estabelecidos pela OMS (Anexo I). 
 
 
2.1.1. Colheita da amostra seminal 
  
A colheita da amostra seminal deve ser realizada preferencialmente por masturbação 
num local privado do laboratório a analisar e o ejaculado depositado num frasco 
esterilizado e devidamente identificado. Deste modo, minimizam-se as flutuações de 
temperatura e do tempo entre a colheita e a análise (Jeyendran, 2003). 
Excecionalmente, a colheita pode ser efetuada em casa, sendo o paciente alertado para 
todos os cuidados a ter e todas as consequências deste procedimento sob a forma de 
um consentimento informado. Neste caso, o paciente deve entregar a amostra dentro 
de uma hora após a ejaculação mantendo-a o mais próximo da temperatura corporal 
(WHO, 2010). 
Quando a masturbação não é possível a amostra pode ser recolhida para um 
preservativo sem espermicidas e entregue no laboratório nas mesmas condições 
descritas anteriormente. O coito interrompido não é uma forma válida de colheita visto 
ser possível contaminações e/ou perdas significativas da amostra (WHO, 2010). 
Segundo a OMS, o período de abstinência sexual recomendado para a realização de 
um espermograma é de 2 a 7 dias (WHO, 2010). Períodos mais curtos podem favorecer 
a motilidade dos espermatozoides mas afetar negativamente a sua concentração e o 
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volume da amostra. Por outro lado, períodos de abstinência mais longos que o 
recomendado podem reduzir a motilidade dos espermatozoides (Silverberg e Turner, 
2009). 
Após a colheita, a amostra é incubada a 37°C sendo a análise iniciada após liquefação 
completa que deverá acontecer num período máximo de 60 minutos após a incubação 
para que a desidratação e a temperatura não afetem irreversivelmente os parâmetros 
seminais da amostra (WHO, 2010). 
 
 
 2.1.2. Exame macroscópico 
 
  2.1.2.1. Liquefação 
 
Em condições fisiológicas normais, o coágulo seminal ocorre espontaneamente após a 
ejaculação pela presença das secreções das vesículas seminais. Normalmente, dentro 
de 30 a 60 minutos a 37°C, o coágulo liquefaz-se por completo por ação das enzimas 
prostáticas. Assim, uma amostra já liquefeita imediatamente após a ejaculação pode 
indicar um distúrbio nas secreções seminais ou mesmo a ausência de vesículas 
seminais, principalmente quando o volume da amostra é reduzido. Por outro lado, a 
liquefação incompleta após o tempo máximo de incubação pode indicar a ausência de 
enzimas prostáticas (Jeyendran, 2003). 
Para uma correta avaliação da qualidade espermática, a amostra deve estar totalmente 
liquefeita e a sua liquefação comprovada ao microscópio, dado que muitas vezes 
amostras líquidas podem ainda ter um grau de coagulação que já não é percetível a 
nível macroscópico. Após liquefação completa, espermatozoides que antes estavam 
imóveis podem ganhar motilidade, sendo esta uma das principais razões para que só 
se inicie o espermograma após a total liquefação do coágulo seminal (WHO, 2010). Se 
esta não ocorrer naturalmente podem ser utilizados métodos enzimáticos ou mecânicos 
para a promover sendo os mecânicos mais utilizados por influenciarem menos os 
parâmetros seminais da amostra (Jeyendran, 2003). 
O ejaculado pode ainda apresentar pequenos coágulos semelhantes a um gel que não 










  2.1.2.2. Viscosidade 
 
A viscosidade distingue-se da liquefação na medida em que uma amostra viscosa tem 
uma espessura e consistência homogéneas, constantes ao longo do tempo. 
Este parâmetro pode ser determinado pipetando a amostra e rejeitando-a novamente 
para o frasco, observando a forma como esta sai da pipeta. Se cair em forma de gotas 
a viscosidade é normal, no entanto, se formar um filamento contínuo é aumentada 
(WHO, 2010). 
Um fluido seminal viscoso associado a uma baixa motilidade pode ter repercussões na 
capacidade de fertilização, visto que, os espermatozoides vão ter maior dificuldade em 
libertar-se do ejaculado (Jeyendran, 2003). 
 
 
  2.1.2.3. Volume 
 
A quantificação do volume é essencial num espermograma para que possa ser possível 
determinar o número total de espermatozoides e de células não espermáticas no 
ejaculado. Esta quantificação faz-se recorrendo a uma pipeta graduada por aspiração 
direta da amostra (WHO, 2010). 
O volume não tem um impacto tão grande no potencial de fertilização como outros 
parâmetros seminais, no entanto, se for inferior a 1,0 mL pode não ser suficiente para 
cobrir o colo do útero (Jeyendran, 2003). 
O volume do ejaculado provém maioritariamente das secreções das vesículas seminais 
(60%) e da próstata (30%), portanto, um volume reduzido deve-se, normalmente, a 
obstruções no ducto ejaculador ou à ausência bilateral congénita dos canais deferentes, 
onde as vesículas seminais não se desenvolvem totalmente (WHO, 2010). Outras 
condições como a perda de uma fração do ejaculado, ejaculação parcialmente 
retrógrada, deficiência andrógena (WHO, 2010) ou período insuficiente de abstinência 
sexual (Jeyendran, 2003) podem, também estas, ser responsáveis por um reduzido 
volume. Um volume que ultrapassa os limites considerados normais pode indicar uma 
inflamação dos orgãos acessórios que nessa condição produzem um excesso de 
secreções (WHO, 2010). 
Segundo os valores de referência da OMS, o volume seminal, antes de diluição, deve 
ser superior a 1,5 mL. 
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  2.1.2.4. pH, cor e cheiro 
 
O pH da amostra seminal resulta da mistura entre a secreção alcalina das vesículas 
seminais e da secreção ácida prostática. Assim, o pH reflete a proporção entre estas 
duas secreções e está referenciado como normal pela OMS um pH de 7,2 (WHO, 2010). 
Este parâmetro é determinado mergulhando um papel indicador de pH diretamente na 
amostra previamente agitada para evitar oscilações na medição (WHO,2010). pH 
inferior a 7 associado a um volume reduzido e a uma concentração baixa de 
espermatozoides pode indicar uma obstrução do ducto ejaculador ou uma ausência 
bilateral congénita dos canais deferentes (Jeyendran, 2003; WHO, 2010). Já um pH 
superior a 9,4 pode ser o reflexo de uma patologia prostática severa (Jeyendran, 2003). 
A cor normal de uma amostra liquefeita é homogénea e pode ser branca/acizentada ou 
amarelada (WHO, 2010). A presença de glóbulos vermelhos, vitaminas ou drogas pode 
alterar a cor da amostra e, portanto, indicar uma patologia a nível das glândulas sexuais 
acessórias ou de alguma anomalia em geral (Sitzmann et al., 2008). 
O cheiro do fluido seminal é sui generis e inconfundível (Jeyendran, 2003), no entanto, 
a presença de urina na amostra pode alterar não só a sua cor como também o cheiro 
da mesma (Jeyendran, 2003). 
 
 
 2.1.3. Exame microscópico 
 
  2.1.3.1. Motilidade 
 
A motilidade é um parâmetro da amostra seminal de extrema importância visto ser 
crucial para que os espermatozoides atinjam o ovócito no aparelho reprodutor feminino 
e atravessem as camadas celulares da corona radiata até à zona pelúcida. Esta deve 
ser determinada logo após liquefação da amostra para limitar os efeitos deletérios da 
desidratação e das flutuações de pH e temperatura que se acentuam com a passagem 
do tempo após a ejaculação (WHO, 2010). 
A amostra deve ser homogeneizada antes de cada análise, agitando o frasco 
suavemente, para que os resultados sejam fidedignos e reprodutíveis. Seguidamente, 
retira-se uma alíquota da amostra e observa-se ao microscópio ótico numa ampliação 
de 400x. Quando possível devem ser contados 200 espermatozoides intactos (com 
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cabeça e cauda) numa área a mais de 5 mm das bordas da lamela e evitando as 
proximidades de bolhas de ar (WHO, 2010). No mínimo 2 contagens têm de ser 
concordantes (2 alíquotas independentes) sendo as diferenças aceites entre duas 
percentagens para uma determinada média entre contagens apresentada na tabela 
suplementar do Anexo II. 
No que diz respeito à motilidade, os espermatozoides podem ser classificados como: 
imóveis (sem qualquer tipo de movimento), móveis in situ (apresentam motilidade mas 
não progridem na lamela) e progressivos lentos e rápidos (móveis e com progressão 
lenta ou rápida, respetivamente). Na mais recente edição do manual de examinação e 
processamento do sémen humano da OMS (5ª edição) a classificação da motilidade 
deixou de ter 4 categorias como referido e os espermatozoides progressivos lentos e 
rápidos são agora classificados como progressivos (WHO, 2010). Esta alteração veio 
simplificar a análise da motilidade, visto que, é por vezes difícil distinguir 
espermatozoides progressivos de acordo com a sua velocidade. No entanto, esta 
classificação em 3 categorias pode ser redutora do potencial dos gâmetas, dado que, 
há diferença entre um espermatozoide com progressão lenta e sem direção de um 
rápido e com uma trajetória bem definida. 
A motilidade dos espermatozoides pode ser afetada por diversos fatores, tais como a 
idade do paciente, o seu estado de saúde, o período de abstinência, a exposição 
excessiva ao calor ou toxinas, o método de colheita e as condições a que a amostra é 
submetida até à altura da sua análise (Silverberg e Turner, 2009). 
É importante referir que aquando a determinação da motilidade da amostra devem-se 
observar diferentes campos, evitando a contagem de espermatozoides já previamente 
contados e nunca escolher um campo baseado na motilidade instantânea observada, 
isto é, a escolha do campo deve ser aleatória (WHO, 2010). Durante a observação da 
amostra devem também ser excluídos da contagem espermatozoides aglutinados 
(espermatozoides móveis aderentes uns aos outros), contudo o grau de aglutinação 
(número de espermatozoides no aglutinado) e o tipo de aglutinação (cabeça com 
cabeça, cauda com cauda ou mistura) devem ser registados (WHO, 2010). A 
aglutinação não deve ser confundida com agregação. Enquanto que a aglutinação diz 
respeito a espermatozoides móveis ligados uns aos outros, a agregação compreende 
espermatozoides imóveis presos entre si e a espermatozoides móveis agregados ao 










  2.1.3.2. Vitalidade 
 
A vitalidade espermática é avaliada pela integridade membranar das células, isto é, 
baseia-se no princípio de que uma célula morta tem a sua membrana plasmática 
comprometida e permite a entrada de corantes vitais, como a eosina Y, ao contrário das 
células vivas que não permitem a entrada do corante, por terem a sua membrana 
plasmática íntegra (WHO, 2010). 
Esta análise permite, também, confirmar a avaliação da motilidade, dado que a 
percentagem de espermatozoides mortos não pode exceder a percentagem de 
espermatozoides imóveis. Por outro lado, é normal que a percentagem de células vivas 
exceda a de espermatozoides móveis (in situ e progressivos) porque a ausência de 
movimento não é necessariamente um indicador de morte celular e pode estar 
relacionada com anomalias que impeçam a motilidade (WHO, 2010). 
A análise deste parâmetro deve 
ser uma das primeiras a ser 
realizada, para evitar a redução 
do número de espermatozoides 
vivos (WHO, 2010). 
O corante vital mais utilizado é a 
eosina Y que possui uma cor 
avermelhada. Este é adicionado 
a uma alíquota da amostra 
numa porporção de 1:1 e, após 
incubação à temperatura 
ambiente (cerca de 5 minutos), 
é realizado um esfregaço numa lâmina de vidro que após secagem é visualizada num 
microscópio ótico de campo claro (Figura 9). 
Os espermatozoides que apresentam cabeças com uma cor avermelhada permitiram a 
entrada da eosina através da sua membrana plasmática e, portanto, encontram-se 
mortos. Por outro lado, os espermatozoides que apresentam uma cabeça 
verde/esbranquiçada são considerados vivos (WHO, 2010). A vitalidade é então 
determinada pela percentagem de espermatozoides vivos numa contagem de 200 
espermatozoides totais. Segundo a OMS o valor mínimo para a vitalidade é de, 
aproximadamente, 58%. 
 
Fig. 9 – Preparação do esfregaço para análise da vitalidade. A alíquota de 
sémen com eosina Y (S) é posicionada numa extremidade da lâmina e 
arrastada no sentido da outra extremidade indicado pela seta com o 
auxílio de outra lâmina. Adaptado de WHO laboratory manual for the 
Examination and processing of human semen, 5ª edição. 
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  2.1.3.3. Hipoosmolaridade 
 
O teste de vitalidade por exclusão de corante descrito na secção anterior é um excelente 
teste para a determinação deste parâmetro seminal, no entanto, os espermatozoides 
testados não podem ser utilizados em técnicas de RHA, uma vez que o corante tem 
efeitos tóxicos (Silverberg e Turner, 2009). Assim, surgiu o teste de hipoosmolaridade 
(HOS) como alternativa à utilização de corantes vitais, como por exemplo antes da 
realização de uma ICSI na presença de uma amostra com todos os espermatozoides 
imóveis (WHO, 2010). 
O HOS baseia-se, também, na integridade da membrana plasmática do 
espermatozoide, que se define pela capacidade desta em manter o equilíbrio entre o 
espermatozoide e o meio envolvente. Deste modo e face a uma solução hipoosmótica 
controlada, um espermatozoide funcional reage e aumenta de volume, pela entrada de 
água, mas sem que ocorra lise celular. À medida que a cauda aumenta de volume, as 
fibras do flagelo enrolam e a estrutura da cauda altera-se (WHO, 2010). Assim, os 
espermatozoides que apresentem alterações na cauda têm membranas intactas, ao 
contrário dos que apresentem caudas lineares ou inalteradas, que devem possuir algum 
defeito membranar (WHO, 2010) (Figura 10). 
Neste teste é adicionada a uma alíquota da amostra, na proporção de 1:9, a solução 
hipoosmótica, composta por citrato de sódio e frutose, seguindo-se um período de 
incubação de 30 minutos a 37°C, dado que, só ao fim deste tempo é que todas as formas 
Fig. 10 – Representação esquemática das alterações morfológicas mais comuns em espermatozoides sujeitos 
ao teste de HOS. As áreas a cinzento indicam a entrada de água. (a) – sem alteração. (b)-(g) – vários tipos de 









dos flagelos se encontram estáveis (WHO, 2010). Após a incubação, agita-se o 
preparado, retira-se uma alíquota do mesmo para uma lâmina de vidro e observa-se ao 
microscópio ótico de contraste de fase numa ampliação de 400x. Idealmente devem ser 
contados 200 espermatozoides, distinguindo-os em 2 grupos, os que apresentam a 
cauda enrolada e os que permanecem inalterados, registando posteriormente a 
percentagem de espermatozoides com a membrana plasmática íntegra. Segundo a 
OMS a percentagem mínima de espermatozoides com integridade membranar, para 
que a amostra seja considerada normal, é de 58% (WHO, 2010). 
 
 
  2.1.3.4. Concentração 
 
A concentração espermática refere-se ao número de espermatozoides por unidade de 
volume da amostra seminal. Este parâmetro não deve ser confundido com o número 
total de espermatozoides que se obtém multiplicando a concentração pelo volume da 
amostra (WHO, 2010). 
A concentração é determinada recorrendo a uma 
câmara de contagem, ou hemocitómetro, sendo a 
mais recomendada a câmara de Neubauer (WHO, 
2010) (Figura 11), e também a uma micropipeta de 
deslocamento positivo que permite a medição de um 
volume exato da amostra ao contrário das 
micropipetas convencionais cujo o erro associado é 
maior (NAFA e ESHRE-SIGA, 2002). 
Antes de carregar a câmara de contagem, a amostra 
é previamente visualizada ao microscópio ótico e dependendo do número de 
espermatozoides observados por campo efetua-se uma diluição da amostra com um 
fixador (NaHCO3 e e formaldeído) para imobilizar os espermatozoides e reduzir ao 
máximo a sua sobreposição, tornando a contagem mais simples e precisa (WHO, 2010). 
As diferentes diluições que se realizam em função do número de espermatozoides 
encontram-se na Tabela 2. 
Posteriormente, a câmara é carregada com a diluição apropriada à amostra e 
visualizada ao microscópio ótico de contraste de fase numa ampliação de 400x. 
Fig. 11 – Câmara de Neubauer 









O hemocitómetro possui duas áreas de contagem (superior e inferior), cada uma dividida 
em 9 grelhas (3x3). A contagem dos espermatozoides deve ser efetuada na grelha 
central que contém 25 quadrados (Figura 12a) e cada um destes subdivide-se em 16 
quadrados (Figura 12b). 
 
Tabela 2 – Diluições recomendadas em função do número de espermatozoides por campo de visão, numa 
ampliação de 400 x. Adaptado de NAFA e ESHRE-SIGA, 2002. 
Nº de espermatozoides 
por campo (x400) 
Diluição Amostra (µL) Fixador (µL) 
<15 1:5 100 400 
15 - 40 1:10 50 450 
40 - 200 1:20 50 950 
>200 1:50 50 2450 
 
 
O número de quadrados a considerar (dentro dos 25 quadrados da grelha central) 
depende do número de espermatozoides contados no primeiro quadrado, normalmente 
o do canto superior esquerdo. Se o número de espermatozoides neste quadrado for 
superior a 40 consideram-se os 4 quadrados que se encontram nas extremidades e o 
central. Por outro lado se esse número se encontrar entre 10-40 espermatozoides 
devem-se contar 10 quadrados. Por último se o número de espermatozoides no primeiro 
quadrado for menor que 10 contam-se os 25 quadrados. Contudo, para que a 
concentração seja precisa é importante que sejam contados, no mínimo, 200 
espermatozoides e que sejam realizadas duas contagens de alíquotas diferentes (WHO, 
2010). 
 
Fig. 12 – Grelha de contagem central da câmara de Neubauer. a) 25 quadrados da grelha central onde é efetuada a 
contagem dos espermatozoides. O círculo evidencia a subdivisão de cada um dos 25 quadrados em grelhas de 16 
quadrados. b) Imagem real de um dos 25 quadrados da grelha central que, por sua vez,  contém 16 quadrados. Adaptado 
de WHO laboratory manual for the Examination and processing of human semen, 5ª edição. 
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Para determinar a concentração espermática é necessário ter em conta vários fatores 
para além do número de espermatozoides e de quadrados contados, como o fator de 
diluição utilizado e a profundidade e volume da câmara de contagem. Assim, a 
concentração é calculada de acordo com a seguinte fórmula: 
 
Concentração espermática = (25 quadrados ÷ nº quadrados contados) x fator de 
diluição x profundidade da câmara x volume da câmara x número de espermatozoides 
contabilizados. 
 
Sabendo que a profundidade e o volume da câmara são constantes, estimaram-se 
fatores de conversão consoante o número de quadrados contados e a diluição utilizada 
(Tabela 3). Assim, a concentração espermática é facilmente calculada dividindo o 
número total de espermatozoides obtido em duas contagens pelo respetivo fator de 
conversão e deve ser apresentada em milhões de espermatozoides por mililitro (x106 
spz/mL). 
 
Tabela 3 – Fatores de conversão para a determinação da concentração espermática considerando a 
diluição e o número de quadrados contados. Adaptado de NAFA e ESHRE-SIGA, 2002. 
Fatores de conversão 
Diluição 
Número de quadrados contados 
5 10 25 
1:2 100 40 20 
1:5 40 16 8 
1:10 20 8 4 
1:20 10 4 2 
1:50 4 1,6 0,8 
 
 
Na ausência de espermatozoides no ejaculado determinam-se apenas os parâmetros 
mascroscópicos. O diagnóstico de azoospermia só pode ser atribuído quando após 
centrifugação da amostra não diluída, durante 15 minutos a 1000 rpm, e análise cuidada 
do pellet ao microscópio se confirmar a ausência de espermatozoides (Jeyendran, 
2003). Contudo, é sabido que as amostras seminais variam instraespecificamente por 
estarem dependentes de diversos fatores, daí que um diagnóstico de azoospermia num 
espermograma pode não ser 100% fiável, sendo só confirmado através de uma biópsia 
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testicular que não só confirma o diagnóstico como classifica a sua origem em secretora 
ou obstrutiva. 
A OMS estabeleceu que uma amostra com uma concentração inferior a 15 x 106 spz/mL 
está abaixo do limite mínimo estipulado para a concentração espermática e estamos 
perante uma oligozoospermia (Anexo III). 
 
  2.1.3.5. Morfologia 
 
A morfologia dos espermatozoides está relacionada com o seu potencial de fertilização 
(WHO, 2010). Espermatozoides com uma morfologia anormal tendem a ter problemas 
de progressão no aparelho reprodutor feminino, podem ser ineficientes na produção de 
energia, ser incapazes de penetrar o ovócito, possuir um elevado grau de imaturidade 
ou mesmo conter erros no seu material genético. Contudo, a OMS considera fértil um 
índividuo com apenas 4% de espermatozoides com morfologia normal (WHO, 2010). 
A morfologia associada à motilidade e vitalidade tornam o diagnóstico mais fiável, daí a 
extrema importância na sua determinação (Mortimer e Menkveld, 2001). 
Um espermatozoide é considerado normal (Figura 13) quando não possui nenhum 
defeito na cabeça, peça intermédia e na peça principal e, também quando não contém 
restos citoplasmáticos que ocupem mais que um terço do tamanho da cabeça (WHO, 
2010). 
Deste modo, a cabeça tem de apresentar uma forma oval regular, um acrossoma bem 
definido que ocupe 40-70% da sua área e não pode conter vacúolos de grandes 
dimensões, nem mais de dois pequenos, isto é, não devem ocupar mais de 20% da 
cabeça (WHO, 2010). 
A peça intermédia deve apresentar, aproximadamente, o comprimento da cabeça, uma 
forma regular e estreita e deve estar ligada à zona axial da cabeça (WHO, 2010). 
A peça principal deve apresentar uma espessura constante em toda a sua extensão e 
ser mais estreita que a peça intermédia. O seu comprimento deve ser 10x maior que o 
da cabeça (cerca de 45µm) e pode apresentar curvatura, mas nenhum ângulo agudo 
que indique quebra flagelar (WHO, 2010). 
 
Fig. 13 – Espermatozoide humano 
morforlogicamente normal. Adaptado de 
WHO laboratory manual for the Examination 
and processing of human semen, 5ª edição. 
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No entanto, existem inúmeras anomalias morfológicas que podem ocorrer em cada uma 
das partes do espermatozoide, sozinhas ou combinadas, que refletem erros na 
espermatogénese ou patologias nos epidídimos (WHO, 2010). Estas agrupam-se em 
anomalias da cabeça, peça intermédia e peça principal e ainda a presença de 
citoplasma residual. Atualmente a avaliação da morfologia segue os critérios da OMS e 
alguns exemplos de anomalias mais frequentes podem ser observados da Figura 14 à 




Fig. 14 – Anomalias morfológicas da cabeça. a) e a1) cabeça cónica. b) e b1) cabeça piriforme. c) e c1) cabeça redonda. 
d) e d1) cabeça com vacúolos. e) e e1) cabeça pequena e redonda sem acrossoma. f) e f1) cabeça amorfa. Adaptado 
de WHO laboratory manual for the Examination and processing of human semen, 5ª edição. 
 
 
Fig. 15 – Anomalias morfológicas da peça intermédia. a) e a1) peça intermédia dobrada. b) e b1) peça intermédia 
assimétrica. c) e c1) peça intermédia espessa e longa. d1) peça intermédia fina. Adaptado de WHO laboratory manual 











Fig. 16 – Anomalias da peça principal. a) e a1) peça principal enrolada. b) e b1) peça principal curvada com um ângulo 
agudo. c) peça principal dupla. Adaptado de WHO laboratory manual for the Examination and processing of human 
semen, 5ª edição. 
 
 
Fig. 17 – Espermatozoide com citoplasma residual. Adaptado de WHO laboratory manual for the Examination and 
processing of human semen, 5ª edição. 
 
Durante a análise morfológica podem também ser encontradas células da linhagem 
germinativa imaturas (espermatócitos I, espermatócitos II ou espermátides). Estas 
células não são contabilizadas, no entanto, o registo da sua presença na amostra é 
necessário, dado que, se o seu número for igual ou superior a 3 por cada 100 
espermatozoides (≥ 3%) são um forte indício de infeção, intoxicação, ou mesmo de 
exposição a radiação ou drogas (Jeyendran, 2003). Adicionalmente, podem ser 
observadas células não espermáticas, principalmente leucócitos, que não devem 












Para a análise da morfologia recorre-se a um esfregaço da amostra seminal a fresco 
numa lâmina de vidro que, após secagem, passa por um processo de fixação e 
coloração (WHO, 2010). A fixação consiste na imersão da lâmina com o esfregaço em 
metanol durante 10 segundos e a coloração segue o método de Papanicolau e de Shorr 
que distingue os diferentes componentes anatómicos do espermatozoide (cabeça, peça 
intermédia, peça principal e citoplasma residual), diferencia o acrossoma da região pós-
acrossomal e, ainda, permite a coloração de células da linhagem germinativa imaturas 
e células não espermáticas (WHO, 2010; NAFA e ESHRESIGA, 2002). 
Após a coloração e secagem, a lâmina é visualizada ao microscópio ótico de campo 
claro, numa ampliação de 1000x, com óleo de imersão. Devem ser observados 200 
espermatozoides (em duplicado), contando os que apresentam uma morfologia normal 
e os que apresentam qualquer tipo de anomalia. Posteriormente, calcula-se a 
percentagem de espermatozoides normais e a percentagem de cada tipo de anomalia 
(3 grupos anatómicos e a presença de restos citoplasmáticos). 
O índice de teratozoospermia refere-se ao número médio de anomalias por 
espermatozoide anormal. Este calcula-se dividindo o número total de anomalias 
contabilizadas (total dos 4 grupos) pela percentagem de espermatozoides anormais 
(WHO, 2010). 
   
  2.1.3.6. Computer-Aided Sperm Analysis - CASA 
 
Da necessidade em aumentar a precisão na avaliação de amostras de sémen, tornando 
a análise padronizada e reprodutível para parâmetros como a motilidade, concentração 
e morfologia desenvolveu-se um programa informático denominado Computer-Aided 
Sperm Analysis (CASA) (Silverberg and Turner, 2009). 
Este programa apresenta elevada precisão e fornece um relatório com dados 
quantitativos referentes aos parâmetros cinéticos dos espermatozoides (WHO, 2010). 
No entanto, requer o uso de equipamento especializado e ainda levanta questões 
relativamente à validade e reprodutibilidade dos resultados. Um exemplo disso é a 
dificuldade em distinguir espermatozoides imóveis de certos detritos celulares. É 
portanto necessária a execução de protocolos padronizados e meticulosos para tornar 
os resultados mais credíveis e promover a implementação deste utensílio informático 









2.2. Métodos cirúrgicos de recolha de espermatozoides 
 
Diversos métodos cirúrgicos de recuperação de espermatozoides têm sido 
desenvolvidos para colher espermatozoides tanto do epidídimo como do testículo, em 
homens com azoospermia. A escolha do método de recolha e a sua taxa de sucesso 
dependem do tipo de azoospermia – obstrutiva ou secretora (Esteves et al., 2011). O 
primeiro método para a obtenção cirúrgica de espermatozoides em casos de 
azoospermia obstrutiva foi a aspiração de espermatozoides do epidídimo (MESA – 
Microsurgical Epididimal Sperm Aspiration) (Mansour, 1998). No entanto, apesar das 
elevadas taxas de fertilização e de gravidez quando aplicada a técnicas de RHA 
(Mansour, 1998), a MESA é demorada, tem elevados custos, requer anestesia geral e 
apresenta elevada morbidade. Por isso, acabou por ser ultrapassada e desenvolveu-se 
a aspiração subcutânea de espermatozoides do epidídimo, ou PESA (Percutaneous 
Epididimal Sperm Aspiration), que é mais simples e realizada sob anestesia local 
(Mansour, 1998; Elder e Dale, 2011). Contudo, esta técnica tem um elevado risco de 
hematoma e o número de espermatozoides aspirado é muitas vezes inadequado 
(Esteves et al., 2011). Em 1993, foi comprovado que o uso de espermatozoides 
provenientes do testículo, em casos de azoospermia obstrutiva, poderia alcançar 
fertilização e gestação, após ICSI. Assim, caso não sejam encontrados 
espermatozoides no epidídimo, pode-se proceder à aspiração de espermatozoides do 
testículo (TESA – Testicular Sperm Aspiration). Este método, apesar de simples e 
rápido, nem sempre permite a recuperação de um número suficiente de 
espermatozoides, podendo até danificá-los pela pressão negativa exercida durante a 
aspiração (Esteves et al., 2011). Recentemente, a extração de espermatozoides do 
testículo (TESE – Testicular Sperm Extraction), seguida de ICSI, expandiu e passou a 
incluir casos de azoospermia secretora (Mansour, 1998). Esta biópsia testicular é 
realizada sob anestesia local (Elder e Dale, 2011). As amostras recolhidas são 
colocadas no meio de cultura, pré-equilibrado a 37 °C, 6% de CO2 e 5% de O2, e levadas 
para o laboratório para pesquisa de espermatozoides e, posterior, processamento das 
mesmas. É importante que esta pesquisa seja feita imediatamente para informar se é 
necessária a recolha de mais amostra, ou se já foi recuperado um número suficiente de 
células espermáticas. O fragmento testicular biopsado é, inicialmente, lavado para 
remoção dos coágulos de sangue e, posteriormente, dividido em porções muito 
reduzidas, com o auxílio de duas lâminas de bisturi, numa placa de Petri. Esta 
maceração é realizada no estereomicroscópio, até que sejam obtidos fragmentos sem 
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túbulos (Palermo et al., 2009). De seguida, observa-se uma alíquota do macerado ao 
microscópio invertido, para confirmar a presença de espermatozoides e centrifuga-se o 
restante, durante 10 minutos a 1200 rpm. Após remoção do sobrenadante, adiciona-se 
ao sedimento, o meio de cultura equilibrado e ressuspende-se.  A amostra é incubada 
durante 4 horas na estufa de CO2 a 37 °C, ou durante 24 horas, se a punção folicular 
for no dia seguinte. Se o dia da punção ainda não estiver definido, os espermatozoides 
ou o tecido testicular, podem ser criopreservados (Palermo et al., 2009).  
 
2.3. Processamento da amostra seminal para técnicas de RHA 
 
O processamento da amostra seminal é crucial para o sucesso dos tratamentos de 
reprodução assistida, pois permite a seleção morfológica e funcional dos 
espermatozoides, separando os normais e com motilidade progressiva dos imóveis e 
com anomalias. O processamento exclui, também, as células não espermáticas e as 
partículas seminais prejudiciais, como prostaglandinas, citoquinas e elementos 
antigénicos e infeciosos (Bourne et al., 2009; WHO, 2010). É aconselhável um período 
de abstinência de 2 a 5 dias para a colheita da amostra seminal usada no tratamento. 
Uma vez colhida, a amostra é incubada a 37 °C, até se encontrar totalmente liquefeita 
(WHO, 2010). Completa a liquefação, é feita uma breve avaliação da motilidade, 
morfologia e concentração da amostra, para confirmar se os valores destes parâmetros 
se encontram semelhantes aos obtidos no espermograma realizado previamente, 
devido à variabilidade entre colheitas do mesmo indivíduo (WHO, 2010). A seleção dos 
espermatozoides é feita por gradientes de densidade (Figura 18). Este método é 
baseado na separação dos espermatozoides de boa qualidade das células não 
espermáticas e dos detritos presentes no plasma seminal, pelas diferentes densidades 
que apresentam (WHO, 2010). São preparados dois gradientes, constituídos por sílica 
e revestidos por silano, com diferentes densidades. Num tubo cónico, coloca-se o 
gradiente com a maior densidade (80%) por baixo do de menor densidade (40%) e a 
amostra sobre ambos os gradientes. O volume final dos gradientes e a necessidade de 
um duplicado dependem da qualidade da amostra seminal. O tubo é centrifugado 
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durante 25 minutos a 1200 rpm e a 35 °C. Os espermatozoides móveis migram pelos 
gradientes e formam um pellet, enquanto o plasma seminal permanece no topo destes 
gradientes. Os espermatozoides imóveis e os detritos celulares ficam retidos na 
interface dos dois 
gradientes. Este 
método permite, assim, 
a obtenção de uma 
amostra altamente 
purificada (WHO, 




cuidado, de modo a 
não perturbar o pellet. 
De seguida, este é 
recolhido para um novo 
tubo, ao qual são 
adicionados 2,0 mL de 
meio de cultura pré-aquecido a 37 °C. Agita-se o tubo, para homogeneização da 
amostra antes de o centrifugar, durante 10 minutos a 1200 rpm e a 35 °C. Esta lavagem 
permite a remoção de qualquer partícula nociva que ainda se pudesse encontrar no 
tubo/amostra, incluindo as partículas de sílica dos gradientes, que podem ser 
prejudiciais para os gâmetas. Por último, após descartar, cuidadosamente, o 
sobrenadante adicionam-se, aproximadamente, 0,5 mL de meio de cultura (volume 
depende da técnica de RHA e dos parâmetros da amostra) pré-aquecido a 37 °C ao 
sedimento, muito lentamente e de modo a não o perturbar. O tubo é, posteriormente, 
colocado num ângulo de 45°, numa estufa a 37 °C, com O2 a 5% e CO2 a 6% e com a 
tampa parcialmente aberta para permitir trocas gasosas. A inclinação permite uma maior 
interface entre os espermatozoides e o meio de incubação (WHO, 2010).  O período de 
incubação deve ser no mínimo 30 minutos, no entanto não deve ultrapassar os 120 
minutos, uma vez que a percentagem de formas anormais no meio aumenta com o 
tempo (Elder e Dale, 2011). A este procedimento dá-se a designação de swim-up, por 
se basear na capacidade de progressão dos espermatozoides móveis que se libertam 
do pellet e migram para o topo do sobrenadante (WHO, 2010). Esta técnica permite, 
Fig. 18 – Método de seleção de espermatozoides por gradientes de densidade. A 
amostra de sémen é colocada num tubo com dois gradientes à base de sílica (superior 
40% e inferior 80%). Após centrifugação a 1200 rpm, 25 minutos, 35 °C os spz viáveis 
e com motilidade progressiva formam um pellet enquanto que os spz imóveis e 
anormais ficam sequestrados na interface entre os dois gradientes. O plasma seminal 
fica retido no topo dos dois gradientes. Adaptado de Malvezzi et al., 2014. 
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assim, um excelente isolamento dos espermatozoides móveis e com uma morfologia 
normal para serem utilizados nas diferentes técnicas de RHA (Jakab et al., 2003).  
 
 
2.4. Inseminação intrauterina - IIU 
 
A IIU tem como objetivo a introdução, no útero, de espermatozoides com alta motilidade 
e morfologia normal, reduzindo o seu percurso até ao ovócito. É a técnica de RHA mais 
simples e com menos custos. Normalmente, é utilizada em casos de disfunção 
ejaculatória (Bayer, 2007) ou face a um muco cervical hostil, sendo também a primeira 
abordagem em casos de infertilidade idiopática (Torgal et al., 2012) e em casais 
serodiscordantes (Savasi et al., 2013). Pode ser realizada durante um ciclo menstrual 
natural ou com recurso à indução da ovulação através de medicação hormonal 
(maturação de um ou dois ovócitos) (Bayer, 2007). Durante todo o protocolo de 
estimulação são realizadas várias monitorizações, de modo a controlar rigorosamente 
o número de folículos que se desenvolve (Bayer, 2007). No dia previsto para a ovulação, 
a amostra seminal é recolhida e tratada no laboratório, de modo a remover 
prostaglandinas e possíveis microrganismos e a potenciar a qualidade da amostra 
(Bayer, 2007), através das técnicas de separação por densidade de gradientes e de 
swim-up, como descrito anteriormente. Após o swim-up, o sobrenadante é aspirado para 
uma seringa e depositado no útero, através de um cateter.  
A IIU pode ser homóloga quando os gâmetas masculinos pertencem ao marido da 
paciente ou, em casos de azoospermia, pode recorrer-se ao uso de esperma de dador, 
passando a designar-se por IIU-heteróloga. O sucesso desta técnica está relacionado 
com diversos fatores como a idade do casal, os parâmetros espermáticos da amostra 
inseminada, o tipo de estimulação realizada e a causa de infertilidade e a sua duração 
(Bayer, 2007).  
Atualmente, a IIU é a técnica de inseminação artificial mais utilizada, contudo, e 
dependendo da situação, existe também a possibilidade dos espermatozoides serem 













3. Laboratório de embriologia 
 
3.1. Indução da poliovulação 
 
A fisiologia feminina promove, normalmente, o recrutamento de vários folículos a cada 
ciclo menstrual e o desenvolvimento máximo de apenas um, o folículo de Graaf, 
entrando os restantes em atresia pela diminuição dos níveis gonadotróficos. Assim, com 
o avanço das técnicas de RHA e com esta limitação natural, houve a necessidade de 
encontrar e desenvolver protocolos que permitissem a maturação controlada de vários 
folículos, num único ciclo, e a sua posterior punção do ovário antes da ovulação. 
A indução da poliovulação, ou estimulação ovárica, foi inicialmente desenvolvida para 
dar resposta no tratamento da anovulação (ausência de ovulação) com a administração 
de citrato de clomifeno (CC). Este fármaco liga-se aos recetores de estrogénios no 
hipotálamo impedindo a sua ligação, o que significa que a ação de feedback negativo 
exercida por estes esteróides vai ser minimizada (Shoham e Howles, 2009). Deste 
modo, a produção de GnRH mantém-se e, consequentemente, a produção de FSH e 
LH não é reduzida. Como a FSH tem um papel essencial no recrutamento folicular, a 
administração contínua de CC permite que a quantidade desta gonadotrofina se 
mantenha acima do limite necessário para a indução e manutenção do crescimento 
folicular, de uma forma controlada durante o período pretendido (Hugues e Cédrin-
Durnerin, 2009). Contudo, quando a estimulação ovárica falha com a administração de 
CC recorre-se a gonadotrofinas exógenas entre as quais, gonadotrofinas extraídas da 
urina humana pós menopausa (hMG) e a FSH e LH recombinante (Hugues e Cédrin-
Durnerin, 2009; Alper, 2007). 
Contudo, a estimulação ovárica não impede o pico de LH e, consequentemente, a 
ovulação portanto, foi necessário estabelecer protocolos que inibissem esse pico 
gonadotrófico, evitando assim a perda de folículos imaturos e de ciclos cancelados por 
ovulação prematura e possibilitando um maior controlo da maturação e do dia da punção 
folicular. A inibição do pico de LH é conseguida com a administração de agonistas ou 
de antagonistas de GnRH (Zhao et al., 2011). 
Os agonistas de GnRH são análogos desta hormona mas com atividade e 
especificidade para os recetores hipofisários superiores. A administração contínua de 
agonistas leva a um aumento de FSH e LH, no entanto, após um curto período de tempo 
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ocorre uma rápida dessensibilização da hipófise e a produção de gonadotrofinas é 
suprimida (Alper, 2007). Por outro lado, os antagonistas de GnRH competem com esta 
hormona pelos seus locais de ligação e inibem reversível e rapidamente a produção de 
gonadotrofinas (Alper, 2007). Apesar de ambos serem usados em protocolos de 
estimulação ovárica, o uso de antagonistas tem apresentado mais vantagens que o de 
agonistas por ser um protocolo  de administração mais curto e com menos risco de 
síndrome de hiperestimulação ovárica (SHO)4 que é uma complicação rara e, por vezes, 




3.2. Punção folicular 
 
Durante o protocolo de estimulação ovárica, o número e o tamanho dos folículos são 
monitorizados ecograficamente e, quando estes atingem um desenvolvimento 
adequado, aproximadamente 17 mm de diâmetro, induz-se a ovulação, administrando 
a gonadotrofina coriónica humana (hCG) (Shoham e Howles, 2009; ESHRE, 2009).  
A hCG é uma hormona muito semelhante à LH no que diz respeito à sua estrutura e 
função, ou seja, é responsável pela luteinização e manutenção do corpo lúteo. Assim, 
após a sua administração, os ovócitos retidos em profase I finalizam a primeira divisão 
meiótica, conduzindo ao desaparecimento da vesícula germinal e à extrusão do 1º 
glóbulo polar. A meiose é novamente interrompida em metafase II (Shoham e Howles, 
2009). 
A ovulação ocorre entre 36 a 40 horas após a injeção de hCG, portanto, a punção 
folicular deve ocorrer cerca 36 horas depois da administração desta hormona, 
permitindo um número maior de folículos maduros e evitando a luteinização prematura 
dos folículos e a própria ovulação (Shoham e Howles, 2009). 
A punção folicular é realizada por via vaginal com uma agulha de punção, sendo o 
procedimento efetuado sob anestesia geral e ecoguiado por ultrassonografia. A agulha 
de punção é acoplada a um aspirador folicular e direcionada a cada ovário através da 
parede da vagina (Bayer et al., 2002). O fluido folicular de cada folículo é aspirado para 
tubos de fundo redondo pré-aquecidos que são, posteriormente, levados para o 
                                                          
4 A SHO consiste numa resposta exacerbada à terapêutica de hiperestimulação controlada do ovário durante o ciclo de 
tratamento de RHA. Caracteriza-se pela dilatação cística dos ovários por aumento da permeabilidade capilar peritoneal. 
Apresenta um quadro clínico muito variado que pode ir desde sintomatologia ligeira, moderada ou grave ou mesmo levar 
à morte do indivíduo (Lima et al., 2013). 
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laboratório onde o fluido é transferido para placas de petri e pesquisado ao 
estereomicroscópio para a deteção e quantificação dos ovócitos puncionados. 
Seguidamente, os ovócitos são lavados, por sucessivas pipetagens, para remoção de 
fragmentos agarrados e eventuais vestígios de sangue e transferidos para meio de 
cultura pré aquecido a 37 °C e coberto com óleo (que minimiza os choques de 
temperatura). Posteriormente, os ovócitos são incubados a 37 °C, 5% de O2 e 6% de 
CO2 (Elder e Dale, 2011). 
 
 
3.2.1. Avaliação da maturidade ovocitária 
 
Os ovócitos provenientes da punção folicular encontram-se rodeados pelas células do 
cumulus e a sua associação designada por complexo cumulus-ovócito (COC). No 
decorrer da pesquisa no líquido folicular é feita uma primeira avaliação da maturidade 
ovocitária de acordo com a expansão e o número de células do cumulus. Esta 
classificação não é absoluta por não ser muitas vezes possível a visualização de outras 
características de maturação, como a presença do primeiro GP (Alpha Scientists in 
Reproductive Medicine, and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011). A 
classificação divide-se em: 
- grau 0: as células do cumulus apresentam-se escuras e pouco expandidas com um 
alto grau de sobreposição, ocultando, normalmente, o ovócito. Esta morfologia é 
característica de ovócitos imaturos em metafase I (MI) ou com VG (Figura 19a). 
- grau 1: as células da corona radiata encontram-se totalmente expandidas e pouco 
sobrepostas e as células do cumulus apresentam-se como uma massa viscosa e macia. 
O ovócito é, muitas vezes, visível e, na maioria dos casos, a extrusão do 1º GP já 
ocorreu (Figura 19b). 
  
É importante referir que a maturação nuclear não é, por si só, indicativa da maturidade 
celular do ovócito, visto que, são também necessárias modificações a nível 
citoplasmático, estruturais e moleculares, para que o gâmeta feminino esteja capaz de 
ser fecundado corretamente, tais como: - reorganização de organelos, acumulação de 
hidratos e proteínas, estabelecimento do eixo embrionário, ativação do fator promotor 
da maturação, entre outras (Alpha Scientists in Reproductive Medicine, and ESHRE 
Special Interest Group of Embryology, 2011). 
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Fig. 19 – Complexo cumulus-ovócito. a) ovócito imaturo rodeado por células do cumulus compactas. b) COC com uma 
grande quantidade de células do cumulus expandidas e com pouca sobreposição tornando o ovócito visível. Adaptado 
de Rienzi et al., 2012. 
 
3.3. Fertilização in vitro 
 
A FIV é uma técnica de RHA que tenta mimetizar in vitro o processo de fertilização 
natural do ser humano. É indicada em situações de insucesso de IIU, infertilidade 
idiopática, fator masculino não grave, obstrução tubárica bilateral, ausência de trompas 
de Falópio, disfunção ovárica e endometriose (Galán et al., 2008). 
Esta técnica tem início com a indução da poliovulação, dado que, a sua taxa de sucesso 
está diretamente relacionada com o número de folículos aspirados, ou seja, a punção 
de vários ovócitos aumenta a probabilidade de gravidez num menor número de ciclos 
de fertilização (Zhao et al., 2011). 
No dia da punção folicular, 36 horas após a injeção de hCG, ocorre também a recolha 
e tratamento da amostra de sémen, segundo o protocolo de gradientes e swim up, como 
descrito anteriormente. É aconselhável um período de abstinência de 3-5 dias (WHO, 
2010). 
A inseminação dos COC com os gâmetas masculinos, previamente tratados, deve 
ocorrer, aproximadamente, três horas após a punção folicular (Bayer et al., 2002) em 
placas de quatro poços (cada poço pode conter no máximo cinco COC e 0,5 mL de meio 
de cultura). A concentração de espermatozoides aconselhada em cada poço varia entre 
50 a 100 000 spz/mL, portanto, é necessário determinar o volume a adicionar de swim 
up a cada poço. Para tal, recorre-se a uma câmara de Neubauer e conta-se o número 
de espermatozoides progressivos rápidos em cinco quadrados. Por último, calcula-se o 
volume a retirar do swim up que será o inverso do número de espermatozoides contados 
(1 ÷ número de espermatozoides contados). 
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O volume calculado é pipetado para cada poço com COCs e o gâmetas são incubados 
em condições adequadas de temperatura, oxigénio, dióxido de carbono e humidade. 
A fecundação é verificada, aproximadamente, 17 ± 1 horas após a inseminação (Alpha 
Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 
2011). Para isso, os ovócitos são desnudados, ou seja, são separados das células do 
cumulus. Este processo é realizado sem a adição de enzimas, uma vez que os 
espermatozoides já as libertam naturalmente. A fecundação é confirmada pela presença 
de 2 PN e de 2 GP (Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special 
Interest Group of Embryology, 2011). 
 
 
3.4. Injeção intracitoplasmática de espermatozoides 
 
A ICSI é uma técnica de RHA mais recente que se baseia na introdução de um 
espermatozoide diretamente no citoplasma do ovócito, ultrapassando todo o processo 
de penetração e fusão natural do gâmeta masculino. Assim, é uma técnica indicada em 
casos de fator masculino grave, no tratamento de casais cujos tratamentos anteriores 
por FIV falharam, na presença de um número muito reduzido de folículos puncionados, 
na inseminação de ovócitos criopreservados5 e quando se vai realizar um diagnóstico 
genético pré-implantação (DGPI) (ver secção 3.4.3.), entre outras indicações (Palermo 
et al., 2012). 
O processo de obtenção de ovócitos e de espermatozoides assemelha-se ao descrito 
anteriormente para a FIV, com a estimulação ovárica seguida de punção folicular e  com 
o tratamento da amostra seminal por gradientes e swim up, no entanto, os ovócitos têm 
de ser desnudados antes da inseminação. 
 
Desnudação 
O processo de desnudação, separação do ovócito das células do cumulus, é essencial 
aquando a realização de uma ICSI pois, não só facilita a micromanipulação dos gâmetas 
e a penetração rápida e precisa do espermatozoide como também facilita a avaliação 
da maturidade ovocitária, sendo apenas injetados os ovócitos que se apresentem em 
                                                          
5 Durante a criopreservação de ovócitos, ocorre a exocitose prematura dos grânulos corticais, que induzem o 
endurecimento da zona pelúcida e, consequentemente, impedem a fertilização. Deste modo, os ovócitos criopreservados 
só podem ser fertilizados com recurso à ICSI (Lucena et al., 2006; Palermo et al., 2012). 
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metafase II (MII) (verifica-se a presença de um GP no espaço perivitelino) (Gómez et 
al., 2008). 
A desnudação é conseguida através de um método enzimático seguido de um método 
mecânico (Gómez et al., 2008). Os COC são incubados durante 10-15 segundos numa 
placa com a enzima hialuronidase (Hyase™, Vitrolife, Suécia) que atua nas ligações 
intercelulares das células do cumulus, enfraquecendo-as, facilitando assim a sua 
remoção (Taylor et al., 2006). Após o tempo de incubação com a enzima, os ovócitos 
são lavados em tampão apropriado, pipetando-os sucessivamente para que ocorra a 
libertação mecânica das células do cumulus ainda associadas. Por último, após a 
desnudação, os ovócitos são avaliados quanto à sua maturação nuclear (VG, MI ou MII) 
e à presença de determinadas anomalias celulares e mantidos em cultura  (37°C, 5% 
O2, 6% CO2) até à realização da ICSI. 
 
A ICSI é uma técnica complexa e, por isso, necessita de equipamento especializado 
que proporcione a micromanipulação a três dimensôes (Barnes, 2009). Este 
equipamento consiste: num microscópio invertido com ampliação e contraste 
adequados e platina aquecida sobre uma plataforma anti-vibratória (Figura 20a); 
micropipetas de vidro para a manipulação dos gâmetas (Figura 20b) e 
micromanipuladores com sistema hidráulico para o movimento e aspiração suave das 
pipetas. Para além disso é essencial um ambiente favorável à micromanipulação com 
temperatura e atmosfera controladas para minimizar ao máximo os choques térmicos 
(Barnes, 2009). 
 
Fig. 20 – microscópio ótico invertido para micromanipulação 3D. a) equipamento de micromanipulação 3D de gâmetas e 
embriões. Ao microscópio invertido (centro) é acoplado um sistema de micromanipuladores hidráulicos (1 e 2) para 
movimentar as micropipetas e aspirar ou rejeitar meio de cultura6. b) Platina aquecida onde se montam as micropipetas 
holding (1) e ICSI (2)7. 
                                                          
6 Imagem obtida do site http://www.gbrclinic.s10health.com/ivf-in-chennai/, acedido no dia 28/08/2015. 
7 Imagem obtida do site 
http://datateca.unad.edu.co/contenidos/203020/Exe_203020/FIV/leccin_27_equipos_y_procedimiento_para_realizar_el
_icsi.html, acedido a 28/08/2015. 
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O protocolo da ICSI divide-se em três partes: 
 Escolha dos melhores espermatozoides 
Os espermatozoides são selecionados de acordo com duas características principais, a 
motilidade e a morfologia. No entanto, a ICSI não permite selecionar gâmetas 
masculinos de acordo com a sua integridade genética e de organelos, isto é, 
espermatozoides morfologicamente normais podem conter danos no seu ADN e na sua 
estrutura, principalmente no invólucro nuclear e no acrossoma, impercetíveis nas 
ampliações praticadas nesta técnica (Charehjooy et al., 2014). 
Os espermatozoides selecionados são pipetados pela micropipeta ICSI para outro local 
do meio sem gâmetas para se proceder ao esmagamento da cauda. 
 
 Esmagamento da cauda do espermatozoide 
Para injetar o espermatozoide selecionado no ovócito é necessário proceder ao 
esmagamento prévio da sua cauda. Este processo é realizado com a pipeta ICSI através 
de um golpe seco e rápido na zona abaixo da peça intermédia, esmagando a cauda 
contra a placa. Deste modo, é facilitada a manipulação do espermatozoide e promovida 
a descondensação do seu núcleo. Por outro lado, o esmagamento da cauda impede a 
alteração da estrutura do ovócito após a deposição do espermatozoide no citoplasma 
(Mansour, 1998). 
 
 Injeção do espermatozoide no ooplasma (Figura 21) 
É o passo mais crítico e corresponde à ICSI, propriamente dita. O espermatozoide, já 
com a cauda esmagada é pipetado pela micropipeta ICSI e transportado para o local da 
placa onde está o ovócito. Este é seguro pela pipeta holding com uma ligeira aspiração 
de forma a posicionar o GP na posição das 6 ou 12 horas. Seguidamente, aproxima-se 
a micropipeta ICSI, com o espermatozoide, do local correspondente às 3 horas do 
ovócito e perfura-se a oolema, entrando no citoplasma, num movimento suave mas sem 
hesitação. Antes de se depositar o espermatozoide, aspira-se um pouco o citoplasma 
do ovócito para envolver o gâmeta masculino com os organelos do ooplasma e para 
promover a ativação do ovócito (Mansour, 1998). O citoplasma aspirado e o 
espermatozoide são então expelidos para o interior do ovócito. A micropipeta ICSI é 
retirada do ovócito muito suavemente e este é libertado da micropipeta holding sem 
grandes perturbações no local de injeção (Mansour, 1998). 
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Fig. 21 – Passos da injeção intracitoplasmática de espermatozoides. a) Aproximação da pipeta ICSI da zona pelúcida às 
3 horas. b) Injeção do espermatozoide. A invaginação observada revela a resistência da oolema ao avanço da 
micropipeta. c) Deposição do espermatozoide no ooplasma. d) Retirada suave da micropipeta. É possível observar o 
túnel criado pela perfuração do ovócito.8 
 
3.4.1. Avaliação da maturidade ovocitária após desnudação 
 
A desnudação permitiu a correta avaliação da maturidade nuclear do ovócito, sendo 
apenas inseminados aqueles que se encontram em metafase II. Assim, é possível 
distinguir três estados de maturidade nuclear e classificar o desenvolvimento dos 
ovócitos de acordo com a mesma (Gómez et al., 2008): 
 Ovócitos em VG (Figura 22a): A vesícula germinal indica que o ovócito 
permanece imaturo. Estes ovócitos não devem ser utilizados em técnicas de 
RHA, principalmente, porque a maturação in vitro ainda carece de protocolos 
viáveis (Gómez et al., 2008). 
 Ovócitos em MI (Figura 22b): A VG e o primeiro GP não são visíveis nestes 
ovócitos, o que significa que a meiose I não foi finalizada. Em determinados 
casos, principalmente perante um reduzido número de ovócitos maduros, os 
ovócitos em MI são mantidos em cultura durante umas horas ou até ao dia 
seguinte, na eventualidade de extrusão do primeiro GP e, assim sendo, a sua 
utilização em ICSI (Strassburger et al., 2004). 
 Ovócitos em MII (Figura 22c): Maturação nuclear completa sendo visível o 
primeiro GP no espaço perivitelino. Estes ovócitos estão aptos para serem 
microinjetados (Gómez et al., 2008). 
                                                          
8 Imagem obtida do site http://www.infert.com.br/pagina/16/icsi-convencional, acedido a 02/08/2015. 
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Fig. 22 – Ovócitos desnudados em diferentes estádios de maturidade nuclear. a) Ovócito em VG. VG típica, fora do 
centro do ovócito com nucléolo visível e proeminente. b) Ovócito em MI. O núcleo já não é visível, no entanto o 1º GP 
ainda não foi extrudido para o espaço perivitelino. c) Ovócito em MII. O 1º GP já é visível no espaço perivitelino. Adaptado 
de Rienzi et al., 2012. 
 
3.4.2. Avaliação da qualidade ovocitária 
 
O ovócito desnudado permitiu, não só, avaliar a maturidade nuclear, como também, 
analisar a morfologia do ovócito, antes da fertilização. Deste modo, foram 
documentadas diversas anomalias morfológicas e facilmente surgiram especulações 
sobre a sua relação com irregularidades na fertilização, no desenvolvimento embrionário 
e no sucesso de gravidez. Contudo, não há uma 
relação direta e inequívoca entre a morfologia do 
ovócito e o seu futuro desenvolvimento e potencial 
embrionário, salvo algumas exceções como o caso 
de ovócitos gigantes que não devem ser 
inseminados sob o risco de serem tetraploides 
(Rienzi et al., 2012). 
Numa tentativa de ultrapassar a falta de 
unanimidade em relação a esta questão 
estabeleceram-se, em Istambul, Turquia, num workshop internacional, critérios e 
terminologia comum para classificar ovócitos (e também zigotos e embriões) para serem 
aplicados nos laboratórios de RHA (Alpha Scientists in Reproductive Medicine and 
ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011). 
Assim, de acordo com os consensos de Istambul, um ovócito ideal apresenta uma 
estrutura esférica, com 110-120 µm de diâmetro, envolvida por uma zona pelúcida 
uniforme, com um citoplasma translúcido, uniforme e livre de inclusões (Figura 25f) e 
Fig. 23 – Ovócito gigante à direita de um 
ovócito de tamanho normal. Adaptado de 
Rienzi et al., 2012. 
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com o primeiro GP de tamanho apropriado no espaço perivitelino (Alpha Scientists in 
Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011). 
 
 
3.4.2.1. Anomalias extracitoplasmáticas 
 
De acordo com os consensos de Istambul, as anomalias extracitoplasmáticas incluem 
alterações da zona pelúcida, do espaço perivitelino e do primeiro GP (Alpha Scientists 
in Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011). 
Alterações na cor e na espessura da zona pelúcida (Figura 24a) devem ser anotadas, 
contudo, não há uma relação direta entre estas alterações e o desenvolvimento futuro 
do ovócito. 
A presença de inclusões no espaço perivitelino (Figura 24c) é considerada anómala, no 
entanto, ainda não há provas suficientes que levem a um prognóstico específico 
associado a esta alteração, portanto, a observação de inclusões deve ser anotada mas 
não é necessária a sua medição ou o registo do seu número. Um espaço perivitelino 
muito aumentado também deve ser anotado (Figura 24b). 
No que diz respeito a alterações do primeiro glóbulo polar, deve ser registada a sua 
fragmentação e serem excluídos da inseminação ovócitos que apresentam um GP 





Fig. 24 – Anomalias extracitoplasmáticas. a) ovócito com zona pelúcida muito espessa. b) ovócito com o espaço 
perivitelino aumentado. c) ovócito com grandes fragmentos no espaço perivitelino e com um grande GP. d) ovócito com 












3.4.2.2. Anomalias intracitoplasmáticas 
 
As anomalias intracitoplasmáticas correspondem a alterações no citoplasma do ovócito, 
nomeadamente, a granulosidade e agregação de organelos, assim como a presença de 
vacúolos, corpos refráteis (CR) e agregados de retículo endoplasmático liso tubular 
(AREL) (Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group 
of Embryology, 2011). 
A granulosidade citoplasmática (Figura 25a) não acentuada não tem, ainda, significado 
biológico e pode representar apenas a variabilidade entre ovócitos, não comprometendo 
o desenvolvimento futuro. No entanto, dimorfismos muito acentuados relacionados com 
a granulosidade estão associados a uma reduzida taxa de fecundação e de 
desenvolvimento embrionário (Sociedade Portuguesa de Medicina da Reprodução 
(S.P.M.R.), 2012).  
A granulosidade não deve ser confundida com agregação de organelos (Figura 25b), 
dado que, enquanto que a granulosidade é detetada apenas num microscópio de 
contraste de fase, a agregação de organelos é visível em qualquer microscópio e está 
associada a um menor potencial de implantação (S.P.M.R., 2012). 
A presença de poucos vacúolos com pequenas dimensões (5-10 µm de diâmetro) não 
tem aparente consequência biológica. Já vacúolos de grandes dimensões (>14 µm de 
diâmetro) (Figura 25c) estão associados a baixas taxas de fecundação e 
desenvolvimento embrionário (Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE 
Special Interest Group of Embryology, 2011). 
Os CR (Figura 25d) são vesículas de lipofuscina que é um pigmento resultante da 
eliminação incompleta de detritos celulares. Estes podem ser múltiplos e apresentam 
tamanhos variáveis. CR grandes encontram-se associados a baixas taxas de 
fecundação e de desenvolvimento embrionário (S.P.M.R., 2012). 
A anomalia intracitoplasmática mais relevante é a presença de AREL (Figura 25e), que 
compromete, significativamente, o desenvolvimento destes ovócitos e associa-se a 
anomalias fetais. É recomendado que ovócitos com AREL sejam descartados da 
inseminação (Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest 


















Fig. 25 – Anomalias intracitoplasmáticas. a) Ovócito com granulosidade citoplasmática. b) Ovócito com agregação de 
organelos. c) Ovócito com um único vacúolo de grandes dimensões (centro). d) Ovócito com um CR grande no 
citoplasma. e) Ovócito com discos de AREL no citoplasma. f) Ovócito com o citoplasma normal, homogéneo. Adaptado 













3.5. Avaliação da fertilização 
 
A fertilização deve ser confirmada 17 ± 1 horas após a inseminação (ver Anexo IV) pela 
presença de dois PN (masculino e feminino) e de dois GP no espaço perivitelino (Alpha 
Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 
2011). 
Um pré-zigoto ideal (Figura 26a) deve ter dois GP e dois PN justapostos no centro do 
ovócito, de igual tamanho e com membranas distintas bem definidas. Os PN devem ter 
um número e tamanho equivalente de corpos precursores do nucléolo (CPN), 
preferencialmente alinhados na região de justaposição das membranas dos PN (Alpha 
Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 
2011). 
Os PN devem ser classificados quanto ao seu tamanho, número, distância entre si, 
localização no citoplasma e alinhamento em relação aos GP, sendo consideradas 
situações anormais: PN muito separados, de tamanhos muito diferentes e micronúcleos. 
Os CPN não constituem um nucléolo funcional ativo na fase de pré-zigoto, mas podem 
ser utilizados para identificar, indiretamente, a localização e o grau de condensação do 
ADN nos PN (Papale et al., 2012).  
Scott (2003) desenvolveu um sistema de classificação de PN, o Z-scoring, que tem em 
conta todos estes fatores e baseia-se na simetria e no alinhamento dos PN, avaliando, 
também, o número e a posição relativa dos CPN. Idealmente, deve haver entre 5 a 7 
CPN em cada PN, com a mesma distribuição em cada um. Pelo Z-scoring, pronúcleos 
iguais e justapostos no centro do ovócito são classificados de Z1 a Z3, dependendo do 
padrão definido pelos CPN. A melhor classificação (Z1) é atribuída a PN com o mesmo 
número de CPN, do mesmo tamanho, e alinhados na zona de justaposição das 
membranas dos pronúcleos. A Z2 é atribuída quando os CPN são iguais, mas não se 
encontram alinhados nos dois pronúcleos. Todas as outras configurações dos CPN, 
relativamente ao alinhamento, número e tamanho destes, que difiram entre os dois PN, 
obtêm a classificação Z3. A pior classificação, Z4, é atribuída quando os PN são de 
tamanho diferente, quando se encontram afastados entre si ou na periferia do pré-zigoto 
(Scott, 2003). 
Após os consensos de Istambul, o Z-scoring é cada vez menos utilizado, uma vez que 
foi estabelecida uma classificação dos PN mais simples que engloba apenas três 









Tabela 4 – Sistema de classificação de PN de acordo com os consensos de Istambul. Adaptado de Alpha 
Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011. 
Categoria Classificação Descrição 
1 Simétrica 
PN com igual número de CPN de tamanho semelhante, 
alinhados ou dispersos (equivalente a Z1 e Z2 do Z-scoring) 
2 Assimétrica Todos os outros padrões, incluindo PN periféricos 
3 Anormal PN com nenhum ou apenas um CPN 
 
 
Durante a avaliação da fecundação poderão ocorrer observações de pré-zigotos com 
anomalias a considerar (Papale et al., 2012)., tais como: 
Pré-zigotos com 1 GP e 2 ou 1 PN  (Figura 26b) – devem ser descartados por estarem 
associados a aneuploidias; 
Pré-zigotos com 2 GP e 1 PN (Figura 26c) – a continuação em cultura deve ser 
ponderada, pois a formação dos PN pode estar dessincronizada por falhas na 
fertilização.  
Pré-zigotos com 3 ou mais PN (Figura 26d) – devem ser descartados e a sua origem 
deve-se, na maioria das vezes, a falhas na reação cortical durante a FIV, que leva à 
entrada de 2 ou mais espermatozoides, à não extrusão do 2º GP, que pode ocorrer em 
ambas as técnicas, ou à inseminação de ovócitos gigantes. É importante identificar 
atempadamente estes pré-zigotos, uma vez que podem dividir-se e originar embriões 
de boa qualidade morfológica, indistinguíveis de embriões normais (Papale et al., 2012). 
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Fig. 26 – Pré-zigotos observados 17 ± 1 após inseminação. a) Pré-zigoto com 2 PN justapostos no centro da célula com 
CPN perfeitamente alinhados na região de justaposição das membranas dos PN. 2 GP alinhados no eixo longitudinal 
dos PN. b) Pré-zigoto com 1 GP e 1 PN. c) Pré-zigoto com 2 GP afastados entre si e 1 PN. d) Pré-zigoto com 3 PN. 
Adaptado de Papale et al., 2012. 
 
3.6. Avaliação do desenvolvimento embrionário 
 
Ao fim de 23 ± 1 horas após a inseminação a fertilização termina, ocorrendo a junção 
dos dois PN, num processo designado por singamia. A célula resultante designa-se 
zigoto e é a primeira célula do embrião, que se divide sucessivamente por mitose. A 
partir desta fase, os embriões em desenvolvimento devem ser observados nos timings 
estipulados pelos consensus de Istambul (ver Anexo IV), para que sejam classificados 
criteriosamente a cada fase, clivagem (dia 2 e dia 3), mórula (dia 4) e blastocisto (dia 5 
ou 6), tornando a escolha dos embriões a transferir mais correta. 
 
Os embriões em fase de clivagem devem ser avaliados quanto ao número e tamanho 
de blastómeros, fragmentação e multinucleação (Tabela 5). Normalmente, embriões 
com ritmos de clivagem lentos têm menor potencial de implantação, assim como 
embriões que se dividem mais rápido que o esperado (Alpha Scientists in Reproductive 
Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011). 
A fragmentação é definida como uma estrutura citoplasmática anucleada envolta por 
membrana plasmática que pode ser suave (< 10%) (Figura 27a), moderada (10-25%) 
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(Figura 27b) ou severa (> 25%)9 (Figura 27c). O impacto da fragmentação ainda é 
incerto, não sendo necessariamente um mau prognóstico, desde que os fragmentos 
sejam poucos e constituídos apenas por citoplasma (Prados et al., 2012). 
 
 
Fig. 27 – Embriões em clivagem com diferentes níveis de fragmentação. a) Embrião constituído por 4 blastómeros de 
tamanho semelhante, com menos de 10% de fragmentação. b) Embrião com 4 blastómeros de tamanho semelhante e 
10-20% de fragmentação. c) Embrião com 4 blastómeros de tamanho diferente e cerca de 40% de fragmentação. 
Adaptado de Prados et al., 2012. 
A multinucleação deve ser verificada em embriões de 2º dia, por terem blastómeros 
maiores, tornando a análise mais fácil e fiável. Embriões multinucleados estão 
associados a anormalidades cromossómicas e, como consequência, a um elevado risco 
de aborto espontâneo (Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special 
Interest Group of Embryology, 2011). 
Idealmente, um embrião de segundo dia possui 4 blastómeros de tamanho igual num 
arranjo tridimensional e tetraédrico, menos de 10% de fragmentação e não deve possuir 
células multinucleadas (Figura 28a). Um embrião de terceiro dia ideal (Figura 28b) 
possui 8 blastómeros mononucleados de tamanho igual e menos de 10% de 
fragmentação (Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest 
Group of Embryology, 2011). 
 
 
Fig. 28 – Embriões em fase de clivagem. a) Embrião ideal de segundo dia com 4 blastómeros de tamanho semelhante 
num arranjo tetraédrico e sem fragmentação. b) Embrião ideal de terceiro dia com 8 blastómeros de tamanho semelhante 
e menos de 10% de fragmentação. Adaptado de Prados et al., 2012. 
                                                          
9 As percentagens correspondem aos equivalentes celulares da fase em que o embrião se encontra, ou seja, num 
embrião com 4 células, uma percentagem de fragmentação de 25% corresponderia a um blastómero em volume. 
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Tabela 5 – Sistema de classificação de embriões em fase de clivagem. Adaptado de Alpha Scientists in 
Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011. 
Grau Classificação Descrição 
1 Bom 
 < 10% de fragmentação 
 Número e tamanho das células correspondente à fase 
de desenvolvimento 
 Ausência de multinucleação 
2 Suficiente 
 10-25% de fragmentação 
 Maioria das células com tamanho específico da fase de 
desenvolvimento 
 Sem evidências de multinucleação 
3 Mau 
 Fragmentação severa (>25%) 
 Número e tamanho das células não corresponde à fase 
de desenvolvimento 
 Evidências de multinucleação 
 
 
A partir do terceiro dia dá-se a ativação do genoma do embrião e, como consequência, 
as suas necessidades fisiológicas e nutricionais alteram-se. Deste modo, embriões que 
permanecem in vitro para além do terceiro dia são mudados para um meio de cultura 
diferente que visa dar resposta a estas alterações (Gardner e Lane, 1997). 
No quarto dia, o embrião inicia a compactação celular através de ligações intercelulares, 
dando origem a uma massa de células com contornos indistinguíveis, a mórula. O 
sistema de classificação de mórulas encontra-se na Tabela 6. Um embrião de quarto 
dia ideal apresenta uma compactação de todo o seu volume (Figura 29a). 
 
 
Tabela 6 – Sistema de classificação de embriões no 4º dia de desenvolvimento. Adaptado de Alpha 
Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011. 
Grau Classificação Descrição 
1 Bom Compactação de virtualmente todo o volume do embrião. 
2 Suficiente Compactação envolve a maioria do volume do embrião. 
3 Mau 
Compactação desproporcional que envolve menos de metade 









Ao quinto ou sexto dia de desenvolvimento, o embrião atinge a fase de blastocisto. Um 
blastocisto ideal (Figura 29b) deve estar bem expandido, possuir uma TF com um 
grande número de células bem definidas, formando um epitélio coeso, e uma MCI bem 
distinta, proeminente e com muitas células bem compactadas (Alpha Scientists in 
Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011). Os 
blastocistos são classificados de acordo com a sua fase de desenvolvimento, MCI e TF 
sendo a MCI o fator mais importante por dar origem ao feto (Elder e Dale, 2011) (Tabela 
7). 
 
Tabela 7 – Sistema de classificação de blastocistos. Adaptado de Alpha Scientists in Reproductive Medicine 
and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011. 
 Grau Classificação Descrição 
Fase de 
desenvolvimento 
1  Incial 
2 Em expansão 
3 Expandido 
4 Em eclosão/eclodido 
MCI 
1 Bom 
Proeminente, com inúmeras células bem 
compactadas 
2 Suficiente 
Facilmente identificável, com muitas 
células mas pouco agrupadas 
3 Mau 
Dificilmente percetível e com poucas 
células 
TF 
1 Bom Muitas células num epitélio coeso 
2 Suficiente Poucas células num epitélio solto 




Fig. 29 – Mórula e blastocisto a) Embrião de quarto dia na fase de mórula. A compactação celular é total não sendo 
possível distinguir os limites individuais de cada célula. b) Embrião de quinto dia na fase de blastocisto com uma 
classificação 3:1:1. O blastocisto enconta-se totalmente expandido com uma MCI proeminente e compactada e uma TF 
com muitas células coesas. Adaptado de Prados et al., 2012 e Hardarson et al., 2012.  
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3.7. Diagnóstico genético pré-implantação 
 
O conselho nacional de procriação medicamente assistida (CNPMA) define o DGPI 
como “o conjunto de técnicas usadas, no contexto da procriação medicamente assistida 
para a deteção de uma alteração genética específica (génica ou cromossómica) num 
embrião, antes da sua transferência para o útero, ou num ovócito, em situações de alto 
risco de transmissão de uma doença genética à descendência”. 
Assim, no atual quadro legal português a utilização do DGPI comtempla três objetivos 
(Lei nº 32/2006): 
 Identificação de embriões não portadores de doença grave antes da sua 
transferência; 
 Identificação do sexo cromossómico em casos de risco de transmissão de 
doença ligada ao sexo que não seja possível a deteção direta por diagnóstico 
pré-natal; 
 Obtenção do grupo antigénio leucocitário humano (HLA) compatível para 
tratamento de doença grave. 
 
Este diagnóstico é uma ótima alternativa ao diagnóstico pré-natal, uma vez que apenas 
embriões normais são transferidos para o útero, evitando a interrupção da gravidez e os 
danos que daí advêm para o casal (Elder e Dale, 2011). 
O DGPI engloba a biópsia e a análise do material genético de embriões a diagnosticar. 
A primeira deve ser realizada por um embriologista e a última por um geneticista (Elder 
e Dale, 2011). 
A biópsia pode ser feita no primeiro ou em ambos os glóbulos polares, em um ou dois 
blastómeros de embriões em clivagem com 8 a 12 células ou em células da 
trofoectoderme de blastocistos. A escolha do material a biopsar depende  da informação 
a analisar, da qualidade das células analisadas e do dano causado às restantes células 
e posterior desenvolvimento das mesmas (Munné, 2009) (ver anexo V). 
Para a biópsia, é necessária a abertura da zona pelúcida e posterior aspiração celular 
(Iwarsson et al., 2011). A abertura da zona pelúcida pode ser realizada por meios 
químicos, com a solução ácida de Tyrode, mecânicos (disseção parcial) ou por laser 
(Iwarsson et al., 2011). O procedimento da biópsia é realizado nas mesmas condições 
de micromanipulação a três dimensões descritas para a ICSI, no entanto a micropipeta 
de biópsia é maior, substituindo a micropipeta ICSI. 
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A técnica para análise do material genético depende do tipo de patologia a ser detetada. 
No caso de anomalias estruturais ou númericas dos cromossomas, como translocações, 
doenças ligadas ao cromossoma X ou aneuploidias utiliza-se a técnica de hibridização 
fluorescente in situ (FISH) (Regateiro, 2007). Quando se tratam de doenças causadas 
por um gene, a sua deteção será realizada por PCR (reação em cadeia da polimerase) 
(Regateiro, 2007). Muitas vezes no PCR há amplificação de apenas uma cópia do gene, 
ou amplificação preferencial, que pode resultar em falsos negativos, o que é um 
inconveniente, principalmente quando se dispõe para a análise de apenas um 
blastómero. Recentemente têm sido desenvolvidos protocolos que visam ultrapassar 
algumas lacunas das técnicas apresentadas e possibilitar uma deteção mais 
abrangente, mais rápida e mais fiável, como a hibridização genómica comparativa e 
arrays de SNP (Single Nucleotide Polymorphism) (Jiang et al., 2012). 
A técnica de inseminação utilizada em casos de DGPI deve ser a ICSI, principalmente 
quando análise do material genético é realizada por PCR, uma vez que no caso de FIV 
podem ocorrer contaminações por espermatozoides presos à zona pelúcida ou por 
fragmentos e células do cumulus (Regateiro, 2007). 
Após o DGPI os embriões com resultado negativo para a patologia analisada são 
mantidos em cultura e transferidos aqueles que englobam mais condições, no que diz 
respeito ao número de células antes e depois da biópsia, impacto da biópsia no seu 
desenvolvimento e eventuais alterações morfológicas resultantes desta técnica de 
diagnóstico (Thornhill et al., 2005). 
 
 
3.8. Transferência de embriões 
 
A transferência de embriões para o útero pode ser feita a partir do segundo dia de 
desenvolvimento embrionário até ao quinto dia. 
O número de embriões a transferir não tem limite legal em Portugal, no entanto o 
CNPMA aconselha a transferência de um ou dois embriões ou, quando bem 
fundamentado, um limite máximo de três. 
Assim, a escolha do dia de transferência e do número de embriões a transferir vai 
depender de vários fatores, como a idade da paciente, a análise de ciclos anteriores, o 
estado de recetividade do endométrio e, mais importante, o número de embriões com 
bom prognóstico obtidos (Florensa et al., 2008). 
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A preparação da paciente para a transferência inicia-se na noite da punção folicular com 
a administração de progesterona, visto que, a produção natural desta hormona, 
essencial para a ativação da fase secretora no útero, fica comprometida com a ausência 
das células que a produzem, as células do corpo amarelo. 
No dia da transferência, os embriões selecionados são aspirados para um cateter de 
transferência de embriões que é inicialmente lavado com meio de cultura e transferidos 
para o útero da paciente por via vaginal (Florensa et al., 2008). A transferência é 
confirmada pela ausência de embriões no cateter com uma lavagem posterior. 
Os embriões excedentários são criopreservados ou descartados de acordo com a 
decisão e consentimento do casal e a ocorrência de implantação confirma-se com a 
quantificação de hCG após 15 dias. 
 
 
3.8.1. Transferência de um único embrião e o sistema de time-
lapse 
 
A seleção de embriões para transferência é o passo mais crítico de um ciclo de RHA, 
sendo que o método utilizado para essa escolha é baseado em parâmetros 
citomorfológicos gradativos dos embriões em desenvolvimento (Baczkowski et al., 2004; 
Scott et al., 2007). Esta análise é, no entanto, limitada ao mínimo de vezes por dia, visto 
que, repetidas remoções dos embriões da estufa, que assegura condições fisiológicas 
controladas e óptimas, pode comprometer o seu desenvolvimento alterando a 
temperatura e o pH do meio de cultura. Por outro lado, o desenvolvimento embriónario 
é um evento dinâmico e, por conseguinte, observações estáticas do seu crescimento 
podem limitar a capacidade de discernir diferenças entre embriões em estádios 
celulares semelhantes (Desai et al., 2014). Para maximizar o sucesso de gravidez 
perante uma seleção de embriões com morfologia aparentemente semelhante, muitos 
centros de RHA transferem 2 a 3 embriões, aumentando o risco de gravidez múltipla e 
todas as complicações que daí advêm. No entanto, é cada vez mais comum a adoção 
de um sistema de transferência de um único embrião (eSET), sendo que para isso é 
necessária uma abordagem mais dinâmica para identificar e tranferir o embrião com o 
maior potencial de implantação (Siristatidis e Hamilton, 2007). Uma estratégia para 
minimizar ao máximo erros na escolha do embrião é estender o período de cultura e 
perceber qual ou quais embriões são capazes de se desenvolver até à fase de 
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blastocisto. Ainda assim, muitos estudos defendem que podem ocorrer complicações 
obstétricas, perinatais e mesmo nos recém-nascidos provenientes de embriões 
crescidos num tempo de cultura estendido (Kallen et al., 2010).  
A introdução de sistemas de imagiologia e monitorização de embriões por time-lapse 
em laboratórios de RHA permitiu que as classificações dos embriões evoluissem da 
avaliação citomorfológica para uma avaliação morfocinética e que as culturas saissem 
o mínimo de tempo possível da estufa entre a fertilização e a transferência (Herrero et 
al., 2013). Atualmente sabe-se que o timing certo de determinados acontecimentos, 
como a formação dos pronúcleos, a singamia, primeira clivagem, intervalos do ciclo 
celular, sincronismo da divisão celular e início da blastulação é indicativo do potencial 
do embrião em desenvolvimento (Chamayou et al., 2013). O sistema de time-lapse 
possibilitou a monitorização contínua da progressão do embrião por todos estes pontos 
de referência. Por outro lado, os embriologistas foram capazes de detetar anomalias no 
desenvolvimento embrionário que poderiam passar despercebidas numa observação 
convencional, como singamia, primeira citocinese e padrões de clivagem anormais e 
também a fusão de blastómeros (Rubio et al., 2012). 
 
 
3.8.2. Eclosão assistida 
 
A zona pelúcida envolve o ovócito humano e, posteriormente, o embrião, sendo 
responsável pela prevenção da polispermia e pela proteção da integridade do embrião 
durante o início do desenvolvimento embrionário, auxiliando-o na sua progressão pelas 
trompas de Falópio (Würfel, 2003). 
Na fase de blastocisto o embrião tem de ser capaz de eclodir da zona pelúcida de modo 
a estabelecer contacto direto com o endométrio e conseguir implantar-se. No entanto, 
os eventos biológicos que levam à eclosão in vivo não são inteiramente compreendidos. 
Muitos estudos defendem que há intervenção direta do útero neste processo, com a 
libertação de lisinas que vão estreitar a zona pelúcida (Würfel, 2003). Assim, pensa-se 
que grande parte das taxas de insucesso de implantação, em embriões provenientes de 
técnicas de RHA, sejam devidas a falhas na eclosão (Elder e Dale, 2011).  
Na década de 90 surgiram os primeiros protocolos para criar uma abertura artificial na 
zona pelúcida, antes da transferência do embrião para o útero, denominada eclosão 
assistida. Esta pode ser realizada através de métodos químicos, mecânicos ou laser. A 
eclosão assistida com recurso a laser tem sido considerado o método mais seguro, 
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simples, eficaz e reprodutível, no entanto, não há consenso em relação ao método mais 
indicado (Würfel, 2003). 
Contudo, a eclosão assistida pode, também, induzir trauma no embrião, incapacitar a 
zona pelúcida de o proteger e induzir uma eclosão prematura (Würfel, 2003). Assim, 
devido à discrepância sobre os benefícios desta técnica, esta não deve ser aplicada 
como procedimento padrão nos laboratórios de RHA, sendo, apenas, utilizada em casos 
de idade materna avançada, após o insucesso de múltiplos ciclos de FIV (Bayer et al., 



































4. Laboratório de criopreservação 
 
4.1. Criopreservação de embriões 
 
A criopreservação de embriões permitiu ultrapassar o problema dos embriões 
excedentários de boa qualidade que seriam descartados, do desenvolvimento 
insuficiente do endométrio da paciente após a punção folicular e da dessincronização 
entre o ciclo de uma dadora de ovócitos e a sua recetora. Este método também é 
utilizado quando a paciente corre o risco de desenvolver SHO (Herrero et al., 2011). 
Quando um ciclo de RHA não resulta em gravidez e caso existam embriões 
criopreservados, utilizam-se este embriões num futuro ciclo, evitando uma nova 
estimulação ovárica. A criopreservação tem de ser consentida por escrito pelo casal e 
os embriões podem permanecer criopreservados por um período máximo de três anos. 
Ao fim desse tempo podem ser doados a outro casal ou cedidos à investigação (Lei 
nº32/2006). 
Os embriões podem ser criopreservados na fase de clivagem ou em fase de blastocisto 
e o método mais recentemente utilizado e com maior sucesso em laboratórios de RHA 
é a vitrificação. Este método segue um protocolo de criopreservação ultra-rápido que 
evita a formação de gelo, ao contrário do método mais antigo e menos utilizado, a 
congelação lenta (Zegers-Hochschild et al., 2009). A vitrificação também veio 
proporcionar maiores taxas de sobrevivência após a descongelação dos embriões e de 
gravidez clínica (Herrero et al., 2011). Em ambos os métodos, os embriões são 
armazenados em azoto líquido numa temperatura de -196°C. Enquanto que na 
congelação lenta os embriões passam gradualmente por temperaturas cada vez mais 
negativas num processo de cerca de três horas (Freeze-Kit 1™, Vitrolife, Suécia), na 
vitrificação o procedimento é realizado em apenas 10-15 minutos (RapidVit™, Vitrolife, 
Suécia). 
No dia da transferência de embriões criopreservados, o endométrio da paciente tem de 
estar completamente preparado para a receção dos embriões que são descongelados 
no próprio dia. A descongelação é lenta e gradual no caso de congelações lentas e 
rápida no caso de embriões vitrificados. A transferência dos embriões é feita de igual 
forma, como descrito anteriormente, no entanto é comum proceder à eclosão assistida, 
visto que a criopreservação pode endurecer a zona pelúcida (Wan et al., 2014). 
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4.2. Criopreservação de gâmetas masculinos e femininos 
 
A criopreservação de espermatozoides é uma técnica simples desenvolvida na década 
de 50 do século XX, muito utilizada em centros de RHA (Bunge et al., 1954). 
Atualmente, a taxa de recuperação de gâmetas masculinos viáveis é muito satisfatória 
(cerca de 50%) (Leibo et al., 2002) e, portanto, esta técnica é utilizada em variadas 
situações, tais como: na doação de gâmetas; em pacientes que irão submeter-se a 
tratamentos de quimoterapia ou radioterapia; em pacientes com problemas de 
ejaculação (a punção folicular não fica comprometida por falta de amostra seminal); em 
pacientes que tenham, frequentemente, de se ausentar da cidade ou do país; ou em 
homens que queiram adiar a sua paternidade (Leibo et al., 2002). 
A amostra seminal a criopreservar é tratada pelo método de gradientes e swim up, 
descrita anteriomente, sendo o swim up diluído com um crioprotetor e armazenado 
posteriomente em azoto líquido a -196°C. 
 
A criopreservação de ovócitos é uma técnica muito mais complicada e pouco 
desenvolvida, visto que, o gâmeta feminino tem muito mais citoplasma e está em plena 
meiose. A formação de cristais de gelo resultante da criopreservação tem, assim, um 
impacto negativo muito maior que na criopreservação de espermatozoides e muitos 
ovócitos podem até não ser capazes de reiniciar a meiose, tornando-se inviáveis 
(Herrero et al., 2011). A técnica carece assim de uma maior investigação para que se 
possa otimizar o método de criopreservação. 
Com a otimização da criopreservação de ovócitos, esta poderá ser utilizada na rotina de 
laboratórios de RHA em variadas situações, tais como: na doação de ovócitos; em 
pacientes que irão submeter-se a sessões de quimoterapia ou radioterapia; em 
pacientes em risco de SHO com questões éticas relacionadas com a criopreservação 
















4.3. Doação de gâmetas 
 
Em Portugal o atual quadro legal permite a doação de gâmetas masculinos e femininos, 
mas não a sua venda (Lei nº32/2006). 
 
Os candidatos a dadores masculinos devem ter entre 18 a 40 anos e seguir o seguinte 
percurso sequencial para se tornarem dadores definitivos e as suas amostras seminais 
poderem ser utilizadas em técnicas de RHA com recurso a dador: 
 Realização de um espermograma para verificação e enquadramento dos 
parâmetros seminais com os de referência (ver Anexo I); 
 Entrevista onde são informados de todo o processo e registadas as suas 
características físicas, assim como o seu histórico de saúde; 
 Realização de análises sanguíneas (com marcadores víricos) e do cariótipo; 
 Colheitas de cinco a seis amostras seminais com abstinência de três a quatro 
dias entre cada uma. 
 Avaliação, em cada dádiva, dos parâmetros de concentração e motilidade e 
criopreservação das amostras; 
 Amostras permanecem em quarentena durante 180 dias. 
 Novas análises sanguíneas após o período de quarentena para despistagem de 
doenças víricas; 
 Em caso de resultado negativo para os marcadores víricos, o dador passa a 
definitivo e as suas amostras passam a porder ser utilizadas em técnicas de 
RHA. 
 
No caso da doação de ovócitos, e por falta de um protocolo adequado à sua 
criopreservação, as dadoras, com idades compreendidas entre os 18 e os 35 anos, 
passam por um processo diferente: 
 Entrevista onde são informadas de todo o processo e registadas as suas 
características físicas, assim como o seu histórico de saúde. As dadoras são, 
também, alertadas para o limite de três dádivas possíveis com intervalo de seis 
meses entre cada punção folicular; 
 Realização de análises sanguíneas (com marcadores víricos) e do cariótipo; 









5. Considerações finais 
 
O estágio curricular na área da reprodução humana assistida foi desenvolvido no centro 
de estudos de infertilidade e esterilidade – CEIE. Este contribuiu para a minha 
ambientação em toda a rotina laboratorial e para a aquisição de conteúdos e experiência 
nas mais variadas técnicas da reprodução assistida. 
Este foi um ano repleto de novos conhecimentos e autonomia em diversos 
procedimentos, tais como, o espermograma, a preparação da amostra seminal, a 
pesquisa de ovócitos após punção folicular, a criopreservação de gâmetas masculinos, 
a preparação de meios, assim como a familiarização com todo o material técnico, entre 
outros. Ainda tive a oportunidade de treinar procedimentos mais complexos, com 
material excedentário ou inviável, como a ICSI, a desnudação de ovócitos, a vitrificação 
de embriões e a introdução de embriões no catéter de transferência.  
A análise e avaliação de embriões também foi alvo de aprendizagem e aperfeiçoamento, 
assim como a realização da inseminação de algumas FIV, sempre com supervisão de 
embriologistas experientes. Foi ainda possível observar técnicas que não são muito 
frequentes, como o DGPI e a TESE. 
Em suma, o estágio foi uma oportunidade única e com bastante aproveitamento numa 
área em que as más notícias são mais prováveis que as boas notícias, no entanto, o 
contacto com os casais e a gestão emocional do seu problema de infertilidade foi crucial 
para o meu crescimento e aprendi que a possibilidade de estar a observar e ser 
responsável pelo futuro “João” ou a futura “Maria” é tão único e ao mesmo tempo tão 
real que nos faz ser o mais rigorosos possível, na esperança de proporcionar ao casal 
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Anexo I - Limites mínimos de referência para os parâmetros seminais estabelecidos 
pela OMS. Adaptado de WHO laboratory manual for the Examination and processing of 
human semen, 5ª edição. 
 
Parâmetro Limite mínimo de referência 
Volume 1,5 mL 
Cor Branco grisalho/amarelo 
Cheiro Sui Generis 
Viscosidade Normal 
Liquefação Completa (60 minutos) 
pH 7,2 
Concentração (spz/ml) 15 milhões 
Nº total de spz no ejaculado 38 milhões 
Formas normais (morfologia) 4% 
Motilidade: 







Leucócitos < 10 milhões 
Aglutinação Ausente 
Espermatogónias < 3/100 spz 
Espermatócitos I < 3/100 spz 
Espermatócitos II < 3/100 spz 










Anexo II – Tabela suplementar de concordâncias entre duas contagens na avaliação 
da motilidade. Adaptado de NAFA e ESHRE, 2002. 
 
































Anexo III – Terminologia específica utilizada para descrever a qualidade do ejaculado 
(-spermia) ou dos espermatozoides (-zoospermia). Adaptado de WHO laboratory 
manual for the Examination and processing of human semen, 5ª edição. 
 
Terminologia Descrição 
Aspermia Ausência de ejaculado 
Astenozoospermia < 32% spz progressivos 
Azoospermia Ausência de spz no ejaculado 
Criptozoospermia 
Ausência de spz no ejaculado a fresco, mas 
observados após centrifugação 
Globozoospermia Spz sem acrossoma 
Hematospermia 
Presença de um número elevado de 
eritrócitos no ejaculado 
Hiperspermia > 6,0 mL de ejaculado 
Hipospermia < 0,5 mL de ejaculado 
Necrozoospermia Elevada percentagem de spz mortos 
Normozoospermia Parâmetros seminais normais 
Oligoastenoteratozoospermia 
Concentração de spz inferior a 15 x 106 
spz/mL e percentagem de espermatozoides 
progressivos e com morfologia normal 
inferiores a 32% e 4%, respetivamente 
Oligoastenozoospermia 
Concentração de spz inferior a 15 x 106 
spz/mL e percentagem de espermatozoides 
progressivos menor que 32% 
Oligoteratozoospermia 
Concentração de spz inferior a 15 x 106 
spz/mL e percentagem de espermatozoides 
com morfologia normal inferior a 4% 
Oligozoospermia < 15 milhões spz/mL 
Polizoospermia > 250 milhões spz/mL 












Anexo IV - Timings de observação de ovócitos fertilizados e de embriões e o seu 
respetivo desenvolvimento expectável. Adaptado de Alpha Scientists in Reproductive 
Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011. 
 
Observação Horas após a inseminação Desenvolvimento expectável 
Fertilização 17 ± 1 Fase pronuclear 
Singamia 23 ± 1 
50% em singamia 
(até 20% com 2 células) 
Clivagem precoce 
26 ± 1 – ICSI 
28 ± 1 – FIV 
2 células 
Embrião em D2 44 ± 1 4 células 
Embrião em D3 68 ± 1 8 células 
Embrião em D4 92 ± 1 Mórula 
Embrião em D5 116 ± 2 Blastocisto 
























Anexo V – Vantagens e desvantagens dos diferentes tipos de biópsia do DGPI. 




 Menos invasivo e com menos questões éticas, pois não são retiradas células do 
embrião; 
 A maioria das aneuploidias ocorre durante a meiose materna; 
 Contorna o problema do mosaicismo embrionário e de certas restrições legais. 
Desvantagens: 
 Apenas é analisado o material genético de origem materna, não podendo ser 
aplicado a doenças de origem paterna; 
 Mais caro, pois muitos ovócitos não evoluem; 
 Anomalias genéticas após a fase de zigoto afetam 30% dos embriões. 
Blastómeros: 
Vantagens: 
 Material genético de ambos os progenitores. 
Desvantagens: 
 Mosaicismo (40 a 60% dos embriões são mosaicos), podendo levar a 
diagnósticos errados; 
 Remoção de blastómeros pode afetar o desenvolvimento posterior. 
TF de Blastocistos: 
Vantagens: 
 Mosaicismo pode ser contornado pela análise de um maior número de células; 
 Menor impacto no embrião, pois as células da trofoectoderme não irão contribuir 
para a massa celular interna (que dá origem ao feto); 










 Cultura prolongada, sem garantias de que os embriões atinjam a fase de 
blastocisto; 
 Maior grau de mosaicismo; 
 Necessidade de criopreservação e um novo ciclo de transferência de embriões. 
 
